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I. EINLEITUNG 
Im Jahr 1827 wurde von Carl Ernst von Baer erstmals die Eizelle eines 
Säugetiers sicher identifiziert, nachdem ungefähr zwei Jahrhunderte 
früher, die viel größeren, sprungreifen Follikel im Ovar irrtümlicherweise 
für die Eizellen von Säugetieren gehalten wurden (NOWACKI, 1977). 
Seither hat man mit vielfältigen morphologischen Techniken die Struktur 
der Eizelle bei vielen Säugetierspezies untersucht, wobei aber nach wie 
vor noch viele Fragen über diese Zelle, die am Anfang der Entwicklung 
jedes Säugetiers steht, offen sind (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005; 
AERTS & BOLS, 2010a, 2010b; BINELLI & MURPHY, 2010). 
Während der Embryonalentwicklung wandern die Vorläufer der 
Geschlechtszellen, die Primordialkeimzellen, von der Dottersackwand 
über den Dottersackstiel, den primitiven Darm und das dorsale 
Mesenterium in die Keimleiste ein. Die männlichen (XY) und weiblichen 
(XX) Primordialkeimzellen wirken dort als Induktor für die Differenzierung 
der Gonadenanlagen. Hier entwickeln sich bei den weiblichen Tieren aus 
den Primordialkeimzellen über das Stadium der Oogonien  die primären 
Oozyten, die zusammen mit den sie umgebenden Begleitzellen die 
Primordialfollikel bilden und während der weiteren pränatalen Entwicklung 
im Dictyotänstadium der Meiose 1 arretiert werden. In diesen 
Primordialfollikeln werden die Eizellen über die gesamte fertile Lebenszeit 
gespeichert und können in diesem Ruhestadium über einen 
jahrzehntelangen Zeitraum aktivierungsfähig bleiben (RÜSSE, 1998). 
Beim Rind werden nach der Pubertät in jedem Zyklus immer mehrere 
dieser Primordialfollikel aktiviert und durchlaufen die Entwicklung über 
Primärfollikel und Sekundärfollikel zum Tertiärfollikel (BINELLI & 
MURPHY, 2010). Vor der Ovulation kommt es im sprungreifen 
Tertiärfollikel zur Wiederaufnahme der Meiose, die bis zur Metaphase der 
Meiose 2 fortgesetzt wird. Man spricht jetzt von einer sekundären Oozyte. 
Erst nach der Verschmelzung von Ei- und Samenzelle wird die Meiose 2 
zu Ende geführt wobei eine befruchtete Eizelle, die Zygote entsteht 
(RÜSSE, 1998). 
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Ein wichtiger und bisher noch relativ wenig verstandener Aspekt der 
aufgezeigten Eizellentwicklung liegt in der Aktivierung jeweils einiger 
weniger ruhender Primordialfollikel und das Heranwachsen zu präantralen 
bzw. frühen antralen Follikeln. Über die weitere Follikelentwicklung bis hin 
zur Ovulation weiß man besser Bescheid. Hier spielen vor allem die 
Gonadotropine Follikelstimulierendes Hormon (FSH) und Luteinisierendes 
Hormon (LH) eine wichtige Rolle (BINELLI & MURPHY, 2010). 
Die Aktivierung der Primordialfollikel und die Entwicklung bis zum frühen 
antralen Follikel sind Gonadotropin-unabhängig bzw. nur Gonadotropin-
responsiv, das heißt nicht unbedingt von diesen Hormonen abhängig. Aus 
Untersuchungen an verschiedenen Spezies weiß man, dass in der frühen 
Follikelentwicklung vor allem lokale, von der Eizelle, den Granulosa-,  
Theca- und Stromazellen exprimierte Faktoren eine Rolle spielen (AERTS 
& BOLS, 2010a). 
An der Regulierung der Follikulogenese sind eine Vielzahl von 
verschiedenen Faktoren beteiligt (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005; 
AERTS & BOLS, 2010a, 2010b; BINELLI & MURPHY, 2010). 
Untersuchungen in den letzten Jahren haben gezeigt, dass 
Intermediärfilament-Proteine bzw. Intermediärfilamente (IFs) neben ihrer 
strukturellen Bedeutung auch eine Rolle in der Signaltransduktion, 
Genregulation und der Apoptose spielen (PROKOCIMER et al., 2009; 
IWATSUKI & SUDA, 2010). Daher ist zu vermuten, dass 
Intermediärfilamente auch in der Regulation der Follikulogenese von 
Bedeutung sein könnten. 
Intermediärfilamente sind neben Mikrofilamenten und Mikrotubuli ein 
wichtiger Bestandteil des Zytoskeletts (IWATSUKI & SUDA, 2010). Über 
die Expression von Intermediärfilament-Proteinen beim Rind liegen 
lückenhafte Befunde oder widersprüchliche Ergebnisse vor (VAN DEN 
HURK et al., 1995; VAN WEZEL et al., 1999; ORTEGA et al., 2007; 
TOWNSON et al., 2010). Daher war das Ziel dieser Arbeit im Ovar vom 
Rind die Expression der wichtigsten Klassen von Intermediärfilament-
Proteinen (Cytokeratine (CKs), Vimentin, Desmin, Lamin A und Lamin B1) 
mit immunhistochemischen Methoden genau zu erfassen.  
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II. LITERATURÜBERSICHT 
1. Das Ovar des Rindes 
Das Ovar des Rindes ist oval, seitlich abgeplattet und im Mittel etwa 40 
mm lang, 20 mm hoch und 10-20 mm dick. Diese Maße können jedoch 
auch stark variieren (NICKEL, 2004). Im Ovar liegt im Inneren die lockere, 
gefäßreiche Zona vasculosa (Medulla ovarii, Mark). Nach außen schließt 
sich die dichter gefügte Zona parenchymatosa (Cortex ovarii, Rinde) an 
(NICKEL, 2004; KÖNIG, 2008). Das Ovar enthält als Grundgerüst ein 
Netzwerk aus lockerem Bindegewebe mit vielen elastischen Fasern 
(spinozelluläres Bindegewebe) (LIEBICH, 2009). Besonders bei 
Wiederkäuern fällt im Mark das Rete ovarii auf, ein labyrinthartiges 
Hohlraumsystem mit einschichtig hochprismatischer oder kubischer 
Epithelauskleidung (MOSIMANN, 1999). Auf die Rinde folgt eine derbe 
Bindegewebslage, die Tunica albuginea. Die äußere Hülle des Ovars 
bildet ein einschichtiges Epithel, das  Keimdrüsenepithel (Epithelium 
superficiale) (NICKEL, 2004; KÖNIG, 2008). Die frühen Follikel liegen im 
peripheren Rindenbereich. Während der Antrumbildung verlagert sich der 
Tertiärfollikel in einen mehr markwärts gelegenen, besser durchbluteten 
Ovarbereich (HEES, 2000). 
Bei der Follikelentwicklung im Ovar unterscheidet man (RÜSSE, 1998): 
• Primordialfollikel: Dieser besteht aus der im Dictyotän der Meiose 1 
arretierten Eizelle (primäre Oozyte) und einer sie umgebenden 
Schicht flacher Zellen, den Granulosazellen, die zum Teil auch als 
Prägranulosazellen bezeichnet werden (FORTUNE, 2003). Er wird 
gegen das ovarielle Stroma durch eine Basalmembran abgegrenzt. 
• Primärfollikel: Die Granulosazellen werden isoprismatisch. 
• Sekundärfollikel (präantraler Follikel): Die Granulosazellen 
vermehren sich und umgeben die Eizelle in mehreren Schichten. 
Die den Follikel umgebenden mesenchymalen Zellen ordnen sich 
paralell zur Follikeloberfläche an und bilden die Thecazellen. 
• Tertiärfollikel (antraler Follikel): Durch Ausscheidung von Flüssigkeit 
in den Raum zwischen den Granulosazellen entsteht ein Lumen 
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(Antrum folliculi). Dabei wird die Eizelle an den Rand des Follikels 
verlagert. 
 
2. Follikulogenese 
Im Folgendem wird auf die Abläufe bei und die Regulierung der 
Follikelentwicklung eingegangen. 
2.1. Primordialfollikel  
Die Bildung der Primordialfollikel erfolgt bei Nagetieren erst nach der 
Geburt (SKINNER, 2005; PEPLING, 2006), bei anderen Säugern wie dem 
Rind (TANAKA et al., 2001), dem Schaf (MAULEON, 1974; SAWYER et 
al., 2002) und auch dem Menschen (BAKER, 1963) erfolgt sie bereits 
während der fetalen Entwicklung.  
Die maximale Anzahl an Eizellen wird beim Rind mit ca. 2,7 Millionen 
schon während der pränatalen Entwicklung erreicht. Bei der Geburt sind 
davon noch ca. 135 000 erhalten, was einen Verlust von 95% darstellt 
(ERICKSON, 1966). Neuere Untersuchungen (JOHNSON et al., 2004) 
geben Hinweise auf eine Keimbahn-Stammzellpopulation. Die meisten 
neueren Arbeiten gehen allerdings davon aus, dass es postnatal keinen 
regenerativen Primordialfollikel-Pool gibt (FOXCROFT & HUNTER, 1985; 
ADASHI, 1994; LASS, 2001; SCHLESSINGER & VAN ZANT, 2001; 
DURLINGER et al., 2002; FORTUNE, 2003; VAN ZONNEVELD et al., 
2003; MAYER et al., 2004; RAJKOVIC et al., 2004). 
2.2. Verlauf der Follikelentwicklung  
Aus dem Pool der Primordialfollikel werden während jedes Zyklus 
kontinuierlich mehrere Primordialfollikel aktiviert, die sich zu Primärfollikeln 
entwickeln. Dieser Vorgang wird auch als initiale Rekrutierung (MCGEE & 
HSUEH, 2000) bezeichnet. Beim Rind wird zu bestimmten Zeitpunkten 
während der Lutealphase des Zyklus das schnelle Heranwachsen einer 
Gruppe (Kohorte) kleiner antraler Follikel (Durchmesser größer als 1 mm) 
auf eine Größe von 3-5 mm und größer beobachtet. Dieses Phänomen 
wird als Follikelwelle bezeichnet (ROCHE, 1998; IRELAND et al., 2000). 
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Während der folgenden ca. 3 Tage wachsen mehrere Follikel auf eine 
Größe von ca. 6 mm heran. Nur zwei oder drei davon erreichen eine 
Größe von etwa 7 bis 8 mm. Aus diesen wird einer zum dominanten 
Follikel, wächst über eine Größe von 8,5 mm hinaus und kann zur 
Ovulation gelangen (MIHM & EVANS, 2008). 
2.3. Aktivierung der Primordialfollikel –  Initiale Rekrutierung 
Voraussetzung für eine  Aktivierung der Primordialfollikel ist die 
Arretierung der Eizelle in der Meiose 1 (YANG & FORTUNE, 2008). 
Während der initialen Rekrutierung stimulieren intraovarielle und/oder 
andere Faktoren auf parakrinem Weg das Wachstum einiger 
Primordialfollikel wohingegen die übrigen Primordialfollikel im 
Ruhestadium verbleiben (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005; AERTS & 
BOLS, 2010a). Diese Aktivierung ist FSH-unabhängig (MEDURI et al., 
2002). Die genaue Regulation dieses Vorgangs ist aber noch unklar. Für 
eine ganze Reihe von Faktoren wird ein Einfluss auf die Follikelaktivierung 
angegeben: 
GDF9 (Growth Differentiation Factor-9), Aktivin A, KL (Kit-Ligand), LIF 
(Leukemia Inhibiting Factor), Insulin, FGF2 (Fibroblast Growth Factor-2), 
NGF (Nerve Growth Factor), EGF (Epidermal Growth Factor), Wilms 
tumor protein (Gen: WT1), Steroidogenic factor 1 (SF1), Anti-Mullerian 
Hormone (AMH), PTEN (Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-
phosphatase and dual-specificity protein phosphatase), Hamartin (Gen: 
TSC1), Tuberin (Gen: TSC2), mTOR (Serine/threonine-protein kinase 
mTOR), Foxo3a und Cyclin-dependent kinase inhibitor p27Kip1 (MCGEE & 
HSUEH, 2000; FORTUNE, 2003; SKINNER, 2005; VAN DEN HURK & 
ZHAO, 2005; WEBB et al., 2007; AERTS & BOLS, 2010a; BINELLI & 
MURPHY, 2010; REDDY et al., 2010). 
Nach Braw-Tal (2002) kann die initiale Follikelaktivierung in zwei Phasen 
eingeteilt werden, die durch deutliche morphologische Veränderungen 
charakterisiert sind. In der ersten Phase erfolgt die Umwandlung von 
flachen zu isoprismatischen Follikelzellen, in der zweiten Phase 
proliferieren die Granulosazellen und die Eizelle gewinnt an Volumen. 
Nach Picton et al. (1998) und Fortune (2003) wird die erste Phase vor 
II. Literaturübersicht     6 
 
allem über ein komplexes System von lokal exprimierten stimulierenden 
und hemmenden Faktoren gesteuert. In der zweiten Phase stellen die 
einzelnen Follikel ein autonomes System dar, das sich über die von 
Eizelle und Granulosazellen bereitgestellten Faktoren steuert. 
2.4. Präantrale Follikel 
Mit der Aktivierung der Primordialfollikel beginnt die Follikelreifung. Die 
Granulosazellen proliferieren und umgeben die wachsende Eizelle in 
mehreren Lagen. Die Bildung von diesen Sekundärfollikeln kann ohne den 
Einfluss von FSH erfolgen, erfolgt aber unter FSH-Einfluss effektiver. LH 
scheint in diesem Entwicklungsstadium aber von größerer Bedeutung zu 
sein, da es in den Thecazelle die Synthese von Androgenen stimuliert, 
welche wiederum die Bildung von FSH-Rezeptoren in den 
Granulosazellen fördern und somit möglicherweise die FSH-Effekte 
verstärken (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). Weitere endokrine Faktoren 
die sich an dieser Stelle direkt oder indirekt positiv auf das 
Follikelwachstum auswirken sind Wachstumshormon (GH) und Insulin. 
Wie bereits erwähnt, ist die Entwicklung von Sekundärfollikeln auch ohne 
FSH Beteiligung möglich und so hat auch hier eine Vielzahl von lokal 
gebildeten Faktoren eine Rolle: 
Nerve growth facors (NGFs),  AMH, GDF9, BMP15 (Bone Morphogenetic 
Protein-15), KL, LIF, EGF, Transforming Growth Factors (TGFα, TGFβ), 
CTGF (Connective Tissue Growth Factor), IGF1 (Insulin-like Growth 
Factor 1), FGF2, FGF7 und  Aktivin (MCGEE & HSUEH, 2000; KNIGHT & 
GLISTER, 2001; FORTUNE, 2003; VAN DEN HURK & ZHAO, 2005; 
WEBB et al., 2007; AERTS & BOLS, 2010a; BINELLI & MURPHY, 2010). 
Sicherlich sind noch nicht alle Faktoren bekannt, die an der Entwicklung 
von Sekundärfollikeln beteiligt sind. 
2.5. Antrale Follikel - Rekrutierung - Selektion 
Mit der Ausbildung der Follikelhöhle (Antrum folliculi) entsteht der 
Tertiärfollikel oder antrale Follikel. Die Mechanismen die zur Antrum-
Bildung führen sind noch nicht vollständig aufgeklärt. Möglicherweise sind 
dabei FSH, LH, Aktivin, EGF, IGF1, IGF2 und KL von Bedeutung (VAN 
DEN HURK & ZHAO, 2005; BINELLI & MURPHY, 2010). 
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Die frühen antralen Follikel sind in der initialen Wachstumsphase 
gegenüber Gonadotropinen relativ unabhängig. Es ist wahrscheinlich, 
dass die oben genannten Faktoren, die bei der Entwicklung von 
Sekundärfollikeln eine Rolle spielen, auch für die initialen 
Wachstumsphase von antralen Follikeln verantwortlich sind (VAN DEN 
HURK & ZHAO, 2005; BINELLI & MURPHY, 2010). 
Ab einer Größe von 0,2 (Maus), 1 (Schwein), 2 (Schaf, Primat), 4 (Rind) 
und 10 (Pferd) mm werden die antralen Follikel von Gonadotropinen 
abhängig und so werden, abhängig von der Spezies, eine unterschiedliche 
Zahl von Follikeln rekrutiert, die sich weiter entwickeln. Bei Schaf und Rind 
korreliert die Follikelgröße bei der Rekrutierung der Follikel mit der 
Expression von  P450 Side chain-cleavage enzyme und P450 Aromatase 
im Ovar. Dadurch kann von den Thecazellen gebildetes Androgen in 
Östradiol umgewandelt werden, das für das Überleben der Follikel wichtig 
ist. Die Androgensynthese wird von LH gefördert. Diese kann durch 
Inhibin aus Granulosazellen verstärkt werden, wohingegen EGF aus 
Thecazellen und Activin aus Granulosazellen sie abschwächen. Die 
Östrogenproduktion wird durch FSH stimuliert und lokal durch IGF1, 
Aktivin und BMP2, 4 und 7 noch verstärkt; EGF hingegen verringert die 
Östrogenproduktion. Somit sind mit der Rekrutierung die Follikel von FSH 
abhängig (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). 
Charakteristisch für das antrale Follikelwachstum beim Rind wie auch bei 
anderen monoovulatorischen Spezies ist, dass in der Regel nur ein 
einziger von den rekrutierten Follikeln selektiert wird und die endgültige 
Entwicklung zum ovulationsfähigen Follikel durchlaufen kann (MIHM & 
EVANS, 2008). 
In verschiedenen in vivo Studien wurde beim Rind der Zeitpunkt der 
Selektion des dominanten Follikels durch Ultraschalluntersuchungen 
bestimmt, wobei hier die „Abweichung“ des Follikeldurchmessers des 
rasch wachsenden dominanten Follikel von dem größten untergeordneten, 
im Wachstum zurückbleibenden Follikel ermittelt wird. Als Kriterien für eine 
„Abweichung“ gelten eine Minimalgröße von 8,5 mm Durchmesser und 
eine minimale Durchmesserdifferenz von 1 mm zum größten 
untergeordneten Follikel (GINTHER et al., 1997b; MIHM et al., 1997; 
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MIHM & EVANS, 2008). 
Während eines Zyklus treten 2 bis 3 Follikelwellen auf, wobei in jeder ein 
dominanter Follikel selektiert wird. Nur der dominante Follikel der letzten 
Wellen kommt zur Ovulation, alle anderen atresieren (SAVIO et al., 1988; 
SIROIS & FORTUNE, 1988; GINTHER et al., 1989; DRIANCOURT, 2001; 
ADAMS et al., 1992)  
Das Auftreten von Follikelwellen wird durch einen Anstieg der 
systemischen FSH-Konzentration bewirkt (AUSTIN et al., 2001). Mit 
abnehmender FSH-Konzentration nimmt auch die Anzahl der während 
einer Welle wachsender Follikel ab (ADAMS et al., 1992; SUNDERLAND 
et al., 1994; GIBBONS et al., 1997; BURNS et al., 2005). 
Für die Selektion des dominanten Follikels ist sein Übergang von der 
FSH- zur LH-Abhängigkeit notwendig. Dies erst sichert das weitere 
Wachstum des dominanten Follikels (GINTHER et al., 2001).  
Die Details der Steuerung dieses Vorgangs sind noch nicht bekannt. 
Sicher ist, dass dabei der fortschreitende Abfall der systemischen FSH-
Konzentration und der Anstieg der LH-Konzentration eine Rolle spielen. 
Faktoren, die sich in der Follikelflüssigkeit finden und die Ausbildung der 
Dominanz fördern sind das IGF-System, Steroide, Inhibin A / Aktivin A, 
Gonadotropin-Rezeptoren sowie Angiogenese-fördernde Faktoren 
(ARMSTRONG & WEBB, 1997; BERISHA et al., 2004; IRELAND et al., 
2004). Die einzigen Faktoren, die bisher zeitlich und funktionell relativ 
unmittelbar mit der Follikel-Selektion in Verbindung gebracht werden 
konnten, sind IGF1 und das damit zusammenhängende System, Östrogen 
und LH-Rezeptoren (BEG & GINTHER, 2006).  
Für das der Selektion folgende, rasche Wachstum von einem 
Follikeldurchmesser von 8 bis 9 mm auf eine Größe von 15 bis 20 mm ist 
LH erforderlich (GASTAL et al., 1999; WEBB et al., 1999; DUFFY et al., 
2000; CROWE et al., 2001; MIHM & BLEACH, 2003). Dies spiegelt sich 
auch in der entsprechenden Expression von Luteinisierendes Hormon 
Rezeptor (LHR) mRNA in Follikeln ab einer Größe von 8 mm wieder 
(IRELAND & ROCHE, 1983; XU et al., 1995; BAO et al., 1997; EVANS & 
FORTUNE, 1997; EVANS et al., 2004; MIHM et al., 2006). Zur Zeit ist 
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noch nicht klar, ob die erhöhte LHR Expression im dominanten Follikel 
Ursache oder Konsequenz des Selektionsprozesses ist (IRELAND & 
ROCHE, 1983; XU et al., 1995; BAO et al., 1997; EVANS & FORTUNE, 
1997; EVANS et al., 2004; MIHM et al., 2006). Beg et al. (2001) konnten 
einen leichten Anstieg der LHR mRNA Expression in Granulosazellen des 
größten Follikels einige Stunden vor dem Zeitpunkt feststellen, bevor er 
sich morphologisch eindeutig vom zweitgrößten Follikel unterscheiden 
lässt. Möglicherweise ist eine erhöhte LHR Expression schon vor dem 
Auftreten anderer Unterschiede charakteristisch für jenen Follikel einer 
Kohorte, der einen entscheidenden Entwicklungsvorteil besitzt. Dieser 
wiederum könnte möglicherweise einer besseren Verfügbarkeit von IGF1 
in diesem Follikel in Zusammenhang stehen. 
Die Ergebnisse zahlreicher Studien weisen darauf hin, dass das IGF 
System in der Ausbildung der Follikeldominanz eine wichtige Rolle spielt. 
Bei Wachstumshormon-defizienten Rindern, die nur eine begrenzte IGF1 
Produktion aufweisen, erreichen Follikel keinen größeren Durchmesser als 
8 mm und die Ausbildung eines dominanten Follikels erfolgt nicht (CHASE 
et al., 1998). Zudem wurde bei Ratten gezeigt, dass IGF1 die FSH 
induzierte LHR Ausbildung fördert (HIRAKAWA et al., 1999). Beim Rind 
stimuliert IGF1 die Proliferation von Granulosazellen und wirkt 
synergistisch mit Gonadotropinen bei der Differenzierung von 
Follikelzellen (SPICER & ECHTERNKAMP, 1995). In vitro Versuche 
zeigten, dass IGF1 die Proliferation von Granulosazellen und die 
Östrogenproduktion erhöht (GLISTER et al., 2001), die Sensitivität von 
Granulosazellen gegenüber FSH steigert (MONGET & MONNIAUX, 1995; 
SPICER & ECHTERNKAMP, 1995), die Sekretion von Inhibin A, Aktivin A 
und Follistatin aus Granulosazellen verstärkt (GLISTER et al., 2001) sowie 
in den Thecazellen die durch LH stimulierte Androgenproduktion stimuliert 
(STEWART et al., 1995). 
Die Injektion von IGF1 in das ovarielle Stroma der Ovarien einen Tag nach 
der Ovulation erhöhte in kleinen Follikeln die Östrogenkonzentration 
(SPICER & CHAMBERLAIN, 2000). Die intrafollikuläre Injektion von 
rekombinantem humanen IGF1 in den zweitgrößten Follikel zum 
erwarteten Zeitpunkt der Follikelabweichung erhöhte die 
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Östrogenkonzentration in diesem innerhalb von 6 Stunden nach der 
Injektion (GINTHER et al., 2004). 
Die Konzentration von freiem IGF1 in der Follikelflüssigkeit des größten 
Follikel ist bei seiner  Dominanzentwicklung nicht erhöht, aber in den 
kleineren Follikeln nimmt die IGF1 Konzentration ab (BEG et al., 2002). 
Vergleichbares konnten Rivera und Fortune (2003a) zeigen. 
Die Konzentration von freiem IGF1 hängt auch von der Konzentration der  
IGF Bindungsproteine (IGFBPs) ab. Beim Rind wurden 4 IGF 
Bindungsproteine (IGFBP 2 bis 5) in der Follikelflüssigkeit nachgewiesen 
(ECHTERNKAMP et al., 1994; DE LA SOTA et al., 1996; MIHM et al., 
2000; AUSTIN et al., 2001). IGFBP 2, 4 und 5 wurden im Zusammenhang 
mit der Follikelselektion untersucht (BEG et al., 2001; RIVERA & 
FORTUNE, 2003a). Die  IGFBP4 und -5 Konzentrationen im größten 
Follikel nahmen während der Dominanzentwicklung ab (RIVERA & 
FORTUNE, 2003a). Bei IGFBP2 waren die Konzentrationen in der 
Follikelflüssigkeit beim größten und zweitgrößten vor und während der 
Dominanzentwicklung annähernd gleich. Nach der Ausbildung eines 
dominanten Follikels stieg die Konzentration im zweitgrößten Follikel an 
(BEG et al., 2001). 
Die Verfügbarkeit von IGFBP2, -4 und -5  wird unter anderem über ihre 
Proteolyse durch die Protease PAPP-A (pregnancy-associated plasma 
protein-A) gesteuert (MAZERBOURG et al., 2003; RIVERA & FORTUNE, 
2003b). Weiter zeigten Armstrong et al. (1998) in Zellkultur, dass FSH die 
Expression von IGFBP2 mRNA in Granulosazellen reduziert (und LH die 
Expression von IGFBP4 mRNA in Thecazellen stimuliert). 
Es deutet somit vieles darauf hin, dass das IGF-System bei der Selektion 
des dominanten Follikels eine wichtige Rolle spielt. 
Östrogen wird von rekrutierten und dominanten Follikeln gebildet und 
bewirkt eine verringerte FSH-Freisetzung aus der Hypophyse. Beim Rind 
scheint Östrogen jedoch hinsichtlich des Abfalls der FSH-Sekretion neben 
dem notwendigen Inhibin A nur eine unterstützende Rolle zu spielen 
(MIHM et al., 1997; BLEACH et al., 2001). 
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Im Ovar selbst bewirkt Östrogen eine erhöhte Eigensynthese. Dies erfolgt 
zum einen über eine Steigerung der  Androgenbildung in den Thecazellen 
(WRATHALL & KNIGHT, 1995), zum anderen über eine Steigerung der 
Pregnenolonsynthese in Granulosazellen. Dabei wird gleichzeitig die 
Verstoffwechselung zu Progesteron verhindert (FORTUNE, 1988). 
Die Östrogenkonzentration in der Follikelflüssigkeit  steigt beim größten 
und zweitgrößten Follikel zum Zeitpunkt der Dominanzentwicklung 
(GINTHER et al., 1997a; AUSTIN et al., 2001; BEG et al., 2001) bzw. kurz 
davor (MIHM et al., 2000; BEG et al., 2002; GINTHER et al., 2003) 
unterschiedlich stark an. Nach einer Behandlung mit Östrogen-Antikörpern 
sank die Wachstumsrate der beiden größten Follikel unabhängig von den 
FSH-Effekten (BEG et al., 2003). Dies deutet darauf hin, dass Östrogen 
bei der Follikelselektion beim Rind eine Rolle spielt.  
Inhibin A wird wie Östrogen von rekrutierten und dominanten Follikeln 
gebildet (SUNDERLAND et al., 1996; BLEACH et al., 2001). Inhibin A 
reduziert die FSH Freisetzung aus der Hypophyse und scheint beim Rind 
der maßgebliche Faktor für die abnehmende FSH-Sekretion zu sein 
(GINTHER et al., 2000; GINTHER et al., 2001; MIHM & BLEACH, 2003), 
was wiederum für die Selektion des dominanten Follikel relevant ist. 
Möglicherweise spielt auch das Aktivin- Inhibin- Follistatin-System bei der 
Entwicklung der Dominanz eine Rolle, wobei beim Rind diskutiert wird, ob 
Inhibin A und Aktivin A bei der Entstehung der Follikeldominanz wirklich 
wichtig sind. Weder die schweren noch die leichten Dimere von Inhibin 
und Aktivin zeigten in der Follikelflüssigkeit der drei größten Follikel 
während des Selektionsprozesses eine unterschiedliche Expression 
(AUSTIN et al., 2001). Es wird erwogen, dass das intrafollikuläre 
Verhältnis von Aktivin zu Follistatin und Aktivin zu Inhibin bei der 
Follikulogenese von Bedeutung sein könnte (GLISTER et al., 2001). 
Follistatin reduziert die Aktivinwirkung indem es Aktivin A bindet. Inhibin A 
wiederum wirkt den Effekten von Aktivin A entgegen. Somit reflektiert das 
Verhältnis von Aktivin A zu Follistatin und Aktivin A zu Inhibin A die Menge 
an tatsächlich verfügbarem Aktivin A. Glister et al. (2006) berichten beim 
Rind von einem starken Anstieg des intrafollikulären Aktivin A Tons in 3 
bis 6 mm großen Follikeln. Die 30-fache Erhöhung der Aktivin A 
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Konzentration geht mit einem 6fachen Anstieg der Inhibin A Konzentration 
einher. Weiter wurde auch eine Abnahme der Follistatinkonzentration im 
größten Follikel während seiner Größenzunahme auf 5 bis 11 mm 
festgestellt (AUSTIN et al., 2001). FSH und IGF1 erhöhten im 
Granulosazellkulturmedium die verfügbare Aktivin A Konzentration 
(GLISTER et al., 2001). 
 
3. Intermediärfilamente 
Eukaryonten-Zellen haben sehr unterschiedliche Formen und einen hohen 
inneren Organisationsgrad. Sie sind imstande, ihre Morphologie zu 
verändern, ihre inneren Organellen umzulagern und  in bestimmten Fällen 
sich aktiv fortzubewegen. Die genannten Fähigkeiten beruhen auf 
komplexen Proteinfilament-Geflechten im Zytoplasma, die den 
Eukaryonten-Zellen als Zytoskelett dienen. Zwei besonders wichtige 
Komponenten des Zytoskeletts sind Actin-Filamente (Mikrofilamente) und 
Mikrotubuli. Beide sind aus kugelförmigen Protein-Untereinheiten 
aufgebaut, die sich in der Zelle schnell zusammenlagern und wieder 
trennen können. Ihrer Aggregation aus nichtpolymerisierten 
Untereinheiten im Zytoplasma wird durch empfindliche 
Kontrollmechanismen gesteuert. In den meisten tierischen Zellen findet 
man eine weitere Klasse von Proteinfilamenten, deren Durchmesser 
zwischen dem der Mikrofilamente (5-8 nm) und dem der Mikrotubuli (25 
nm) liegt, und die daher als Intermediärfilamente (10-12 nm) bezeichnet 
werden. Sie bestehen aus fadenförmigen Protein-Untereinheiten und sind 
viel stabiler als Mikrofilamente und Mikrotubuli. Zusätzlich zu den drei 
Haupttypen von Proteinfilamenten enthält das Zytoskelett auch noch viele 
verschiedene Proteine, die spezialisierte Funktionen ausüben (ALBERTS 
et al., 2008; HYDER et al., 2008; QIN et al., 2010). 
Intermedärfilamente (IFs) sind immer noch die am wenigsten erforschten 
Bestandteile des Zytoskeletts (HYDER et al., 2008). Ursprünglich wurden 
sie lediglich als mechanischer Bestandteil des Zytoskeletts gesehen 
(LAZARIDES, 1980), aber neuere Untersuchungen zeigen, dass IFs auch 
für viele andere zelluläre Vorgänge von Bedeutung sind (PALLARI & 
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ERIKSSON, 2006; KIM & COULOMBE, 2007; HYDER et al., 2008; 
PROKOCIMER et al., 2009). 
3.1. Intermediärfilamentklassen 
Basierend auf Sequenz- und Expressionsmusterhomologien wird die 
große Familie der IF-Proteine in sechs Unterfamilien eingeteilt 
(STEWART, 1990; KIM & COULOMBE, 2007; IWATSUKI & SUDA, 2010). 
Die größten Unterfamilien stellen die Cytokeratine (CK) dar, die in Typ I 
(saure, CK 9-28) und Typ II (basische, CK1-8 und CK 71-80) CKs 
unterteilt werden können. CKs werden vor allem in Zellen epidermalen 
Ursprungs und einfachen Epithelien gefunden. CKs bilden Heterodimere, 
die sich jeweils aus einem Typ I und einem Typ II CK zusammensetzen. 
Es gibt weitere Keratine, sog. „harte“ Keratine, die Bestandteile von 
Haaren, Wolle, Hufen, Nägeln und Federn sind. Hierzu gehören die 
Keratine 31-40 von den Typ I Keratinen und die Keratine 81-86 von den 
Typ II Keratinen. Die aktuelle Nomenklatur aller (Cyto)Keratine ist in 
Schweizer et al. (2006) zu finden, eine ausführliche Übersicht zu allen 
(Cyto)Keratinen in Bragulla und Homberger (2009). 
Zu den Typ III IFs gehören Vimentin, Desmin, Glia Fibrillary Acidic Protein 
(GFAP), Syncoilin und Peripherin (IWATSUKI & SUDA, 2010). Vimentin 
kommt in Zellen mesenchymalen Ursprungs vor, Desmin vor allem in 
Muskelgewebe, so auch Syncoilin. GFAP und Peripherin werden in Zellen 
des Nervensystems exprimiert (KIM & COULOMBE, 2007). Typ III IFs 
bilden in der Regel Homopolymere, es können aber auch gelegentlich 
Heteropolymere auftreten (HERRMANN & AEBI, 2000). 
Die Typ IV IFs werden mit Ausnahme von Synemin, das in der Muskulatur 
vorkommt, im Nervensystem exprimiert und zu ihnen gehören die leichten, 
mittleren und schweren Neurofilamente (NF-L, NF-M und NF-H), Nestin 
und α-Internexin.  
Typ V IFs, die Lamine (Lamin A, Lamin C, Lamin B1 und B2), sind nicht 
wie die übrigen IFs im Zytoplasma sondern im Zellkern lokalisiert. Hier 
sind sie v. a. Bestandteil der Lamina, einem Intermediärfilament-Netzwerk 
unter der Kernmembran. 
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Phakinin und Filensin gehören zu den Typ VI IFs und werden nur in der 
Linse des Auges exprimiert (IWATSUKI & SUDA, 2010). 
Aufgrund ihrer Eigenschaft (auch) Heteropolymere zu bilden kann man die 
IFs auch nach diesem Kriterium in verschiedene Gruppen einteilen. So 
bilden die Keratine eine Gruppe, die Typ III und IV IFs zusammen eine 
Gruppe und schließlich die Lamine eine weitere Gruppe (ERIKSSON et 
al., 2009). 
3.2. Struktur von Intermediärfilament-Proteinen und Aufbau von 
Intermediärfilamenten 
Trotz ihrer großen Vielfalt besitzen alle IF-Proteine einen einheitlichen 
Aufbau. Sie weisen alle eine α-helicale „rod“ Domäne auf. Diese wird, IF-
Protein-spezifisch, von einer jeweils nicht-α-helicalen N-teminalen „Kopf“- 
und einer C-terminalen „Schwanz“- Domäne umgeben. Die „rod“ Domäne 
ist unter den IF-Proteinen hoch konserviert, allerdings unterscheiden sich 
zytoplasmatische und nucleäre IF-Proteine in einem Teil dieser „rod“ 
Domäne. 
Zur Bildung von IFs winden sich zunächst zwei Polypeptidketten im 
Bereich der α-helicalen „rod“ Domänen parallel umeinander und bilden in 
diesem Bereich eine sogenannte „Coiled Coil“. Diese „Coiled Coil“-Dimere 
sind die Grundeinheit zur Bildung von IFs. Zwei solche Dimere lagern sich 
antiparallel zu einem Tetramer zusammen. Aufgrund dieser antiparallelen 
Zusammenlagerung polarer Dimere entstehen apolare Tetramere, 
wodurch IFs im Gegensatz zu Mikrofilamenten und Mikrotubuli keine 
Polarität aufweisen. Acht dieser Tetramere lagern sich zu einer 
zylindrischen Struktur zusammen und bilden ein Unit-Length Filament 
(ULF). Durch Aneinanderreihung solcher ULFs entstehen dann die IFs, bei 
denen sich in einer radialen Verdichtungsphase, in der es zu molekularen 
Rearrangements kommt, die Filamentdurchmesser von anfangs ca. 17 nm 
auf den für Intermediärfilamente typischen von ca. 10 bis 12 nm verringern 
(HERRMANN et al., 2007; GOLDMAN et al., 2008; QIN et al., 2010). 
3.3. Keratine 
Epitheliale Zellen in einfachen und mehrschichtigen Epithelien 
synthetisieren jeweils spezielle Keratine. In einfachen Epithelien werden 
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vorzugsweise CK8/18 IFs gebildet (PEKNY & LANE, 2007), in 
mehrschichtigen Epithelien CK5/14 IFs (MOLL et al., 1982). Diese 
Keratine werden auch primäre Keratine von epithelialen Zellen genannt. 
Neben oder auch statt dieser Keratine können auch andere Keratine, 
sogenannte sekundäre Keratine, in den Zellen gebildet werden. In 
einfachen Epithelien sind dies CK7 und CK19, in mehrschichtigen 
Epithelien CK6, CK15 und CK16 (BRAGULLA & HOMBERGER, 2009). 
CK8 bildet Heterodimere mit CK18 oder CK19. CK8/18 IFs sind die ersten 
IFs, die in einfachen Epithelien während der Embryonalentwicklung 
nachgewiesen wurden (PEKNY & LANE, 2007). CK18 scheint in einigen, 
aber nicht allen Fällen CK14 ersetzen zu können (HUTTON et al., 1998). 
Die Expression von CK14 und CK5 nimmt in embryonalen Epithelzellen in 
dem Maße zu, in dem sich ein geschichtetes Epithel ausbildet. CK5 wird in 
mitotisch aktiven Basalzellen von mehrschichtigen Epithelien gebildet, 
aber nicht in sich differenzierenden Epithelien (BYRNE et al., 1994). Nach 
Coulombe et al. (1989) korreliert die Expression von CK14 mit dem Grad 
der Pluripotenz der Basalzellen in mehrschichtigen Epithelien. 
CK19 ist das kleinste CK (BADER et al., 1986) und das einzige „einfache“ 
CK, das auch in mehrschichtigen Epithelien vorkommt (BOSCH et al., 
1988). CK19 kann mit CK8 (BADER et al., 1986; ECKERT, 1988; 
FRADETTE et al., 1998), CK5 (FRADETTE et al., 1998) und CK7 
(ECKERT, 1988) IFs bilden. 
3.4. Vimentin und Desmin 
Vimentin ist das wichtigste IF-Protein in mesenchymalen Zellen und wird 
häufig als Zellentwicklungsmarker benutzt (IVASKA et al., 2007). Es war 
lange nicht klar welche Funktionen Vimentin hat. Dies hängt wohl damit 
zusammen, das Vimentin -/- Mäuse einen nur leicht geänderten Phenotyp 
aufweisen (COLUCCI-GUYON et al., 1994). Genauere Untersuchungen 
bei diesen Mäusen zeigten morphologische Veränderungen in Gliazellen 
(COLUCCI-GUYON et al., 1999), reduzierte Motilität von Fibroblasten bei 
der Wundheilung (ECKES et al., 1998; ECKES et al., 2000), ein gestörtes 
Homing von Leukozyten  und Schäden an Gefäßendothelien (NIEMINEN 
et al., 2006).  
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Desmin war einer der ersten zellulären Marker für myogene Zellen 
(KAUFMAN & FOSTER, 1988; HERRMANN et al., 1989; KUISK et al., 
1996; CAPETANAKI & MILNER, 1998). Ein wichtiger Entwicklungsschritt 
während der Myogenese ist die Fusion der einkernigen Myoblasten 
(WAKELAM, 1985). Aufgrund verschiedener Studien (KRIMPENFORT et 
al., 1988; CHOI et al., 1990; TAO & IP, 1991; LI et al., 1994; CAMARGO 
et al., 2003) wurde postuliert, dass zumindest in einer der beiden 
fusionierenden Zellen Desmin vorhanden sein muss. Desmin IFs spielen 
auch bei der Stabilisierung des Sarcolemmverbandes eine wichtige Rolle 
(GUNST & TANG, 2000; BORIEK et al., 2001; O'NEILL et al., 2002; 
HERRMANN et al., 2007). Studien an Desmin-defizienten Mäusen zeigten 
eine Verbindung zwischen dem Desmin-Netzwerk und der Lokalisation, 
Form und Funktion von Mitochondrien (MILNER et al., 2000; 
CAPETANAKI, 2002). Zusätzlich wird Desmin IFs und ihren assoziierten 
Proteine eine Rolle bei der Vesikel-Verteilung und der Organell-Bildung 
zugeschrieben (CAPETANAKI et al., 2007). Die Bedeutungen von IFs bei 
der Kraftgenerierung und –übertragung und für die Empfindlichkeit 
gegenüber der Schädigung von Muskelgewebe sind noch unklar. Aber die 
Ergebnisse verschiedener Studien zeigen, dass die Bedeutung von 
Desmin IFs bezüglich seitlicher Kraftübertragung oder Organellstruktur, -
lokalisation und -funktion weit über einen einfachen Schutz gegenüber  
mechanischer Einflüsse hinausgeht (LI et al., 1997a; LI et al., 1997b; 
MILNER et al., 2000; SAM et al., 2000; CAPETANAKI, 2002; HAUBOLD 
et al., 2003; CAPETANAKI et al., 2007). 
Die glatte Muskulatur kann ihren Kontraktions/Relaxations-Status über die 
Neuorganisation ihres Aktin- und IF-Netzwerkes anpassen (GUNST & 
TANG, 2000; GERTHOFFER & GUNST, 2001; GUNST et al., 2003; 
GERTHOFFER, 2005; MARGANSKI et al., 2005; TANG et al., 2005; LI et 
al., 2006; WANG et al., 2006; WANG et al., 2007). Vimentin und Desmin 
sind die Hauptbestandteile des IF-Netzwerkes in der glatten Muskulatur 
(TANG, 2008). In der glatten Muskulatur von Gefäßen wird statt Desmin 
hauptsächlich Vimentin exprimiert. Desmin kommt vor allem in Arteriolen 
vor, wohingegen es in großen Arterien wie der Aorta kaum oder gar nicht 
nachgewiesen werden konnte (FRANK & WARREN, 1981; GABBIANI et 
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al., 1981; QUINLAN & FRANKE, 1983). 
3.5. Lamine 
Die Kernhülle besteht aus der äußeren und inneren Kernmembran und der 
Kern-Lamina, einem Proteingeflecht überwiegend aus Laminen, das über 
Verbindungsproteine mit der inneren Kernmembran in Verbindung steht 
(STARR, 2007; PROKOCIMER et al., 2009). Es gibt Hinweise auf ein im 
Inneren des Zellkern bestehendes Netzwerk von Proteinen (HOZAK et al., 
1995; VLCEK et al., 2001; BARBORO et al., 2002), dass zusammen mit 
der Lamina ein Gerüst bildet und damit für die mechanische Stabilität des 
Kerns sorgt (ANDRES & GONZALEZ, 2009; WILSON & FOISNER, 2010). 
Hauptbestandteil dieses Gerüstes sind die Lamine (SHUMAKER et al., 
2003). Lamine sind Typ V IFs und können aufgrund von 
Sequenzhomologien in A- und B-Typ Lamine eingeteilt werden 
(GOLDMAN et al., 2002; SHUMAKER et al., 2003; BROERS et al., 2006). 
Alle A-Typ Lamine werden von einem Gen (LMNA) kodiert. Lamin A und 
Lamin C entstehen durch alternatives Splicing dieses Gens. Dagegen 
werden Typ-B Lamine, Lamin B1 und Lamin B2, jeweils von einem 
eigenen Gen kodiert (LMNB1 und LMNB2) (DECHAT et al., 2009). 
Mindestens eine Art von Laminprotein ist in jeder Zelle eines Vielzellers 
vorhanden (MELCER et al., 2007). In Säugetieren werden A- und B-Typ 
Lamine Zellart-spezifisch exprimiert (BROERS et al., 2006; 
VERSTRAETEN et al., 2007; DECHAT et al., 2008).  
Es ist nicht bekannt ob die verschiedenen Lamine in vivo Heterodimere 
bilden, oder wie genau sie im Zellkern organisiert sind (GRUENBAUM et 
al., 2005). Barboro et al. (2010) haben aufgrund elektronen-
mikroskopischer Befunde ein Model für die Anordnung von Laminen in der 
Zellkernmatrix postuliert. 
Laminen und ihren assoziierten Proteinen (WILSON & FOISNER, 2010) 
werden eine Beteiligung an verschiedenen wichtigen zellulären 
Funktionen zugeschrieben, wie zum Beispiel Chromatinorganisation 
(SULLIVAN et al., 1999; LIU et al., 2000; GUILLEMIN et al., 2001; LIU et 
al., 2003; PROKOCIMER et al., 2009), Platzierung von 
Kernporenkomplexen (LIU et al., 2000; SCHIRMER et al., 2001), 
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Zellkernpositionierung innerhalb der Zelle (STARR et al., 2001; STARR & 
HAN, 2002), Neubildung des Kerns nach der Mitose (LOPEZ-SOLER et 
al., 2001), DNA-Replikation und RNA-Polymerase II abhängige 
Genexpression (SPANN et al., 1997; SPANN et al., 2002; DECHAT et al., 
2009; PROKOCIMER et al., 2009). 
Außerdem sind Lamine und ihre assoziierten Proteine als Bestandteil der 
Kernhülle in die Regulation der Aktivität und/oder der Verfügbarkeit von 
Komponenten verschiedener Signaltransduktionswege mit einbezogen, 
wie z. B. in den MAPK-, Wnt-β-catenin-, TGF-β- und Notch-Signalweg 
(GRUENBAUM et al., 2005; ANDRES & GONZALEZ, 2009; WILSON & 
FOISNER, 2010). 
3.6. Wirkungsweisen von Intermediärfilamenten bzw. 
Intermediärfilament - Proteinen 
IFs sind Bestandteil des Zytoskeletts. An der Zelloberfläche stehen sie mit 
Desmosomen, Hemidesmosomen und fokalen Adhesionspunkten sowie 
über verschiedene Verbindungsmoleküle mit der extrazellulären Matrix in 
Verbindung (CAPETANAKI et al., 2007; GREEN & SIMPSON, 2007; 
HERRMANN et al., 2007). IFs bilden im Zytoplasma ein Netzwerk, das 
sich bis zum Zellkern erstreckt und mit diesem in Verbindung tritt 
(IWATSUKI & SUDA, 2010). Dieses Netzwerk steht auch mit anderen 
Zellorganellen wie Mitochondrien, Golgi-Apparat, Vesikeln und den 
verschiedenen Bestandteilen des Zytoskeletts in direktem oder indirektem 
(über Verbindungsmoleküle) Kontakt (TOIVOLA et al., 2005; TZUR et al., 
2006; HERRMANN et al., 2007) und spielt somit eine Rolle in der 
intrazellularen Organisation und möglicherweise auch in der Übertragung 
von mechanischen Reizen der Zellmembran auf den Zellkern. Damit kann 
die Zelle letztendlich auf äußere Einwirkungen über eine Anpassung der 
Proteinsynthese reagieren (QIN et al., 2010). Im Zellkern sind die Lamine 
vor allem der Hauptbestandteil der Lamina, die über verschiedene 
Linkerproteine mit der Kernmembran in Verbindung steht. Iwatsuki und 
Suda (2010) haben in polaren Zellen sieben verschiedene Arten von IF-
Netzwerken beschrieben. IFs sind keine statischen Gebilde, sondern 
unterliegen Auf- und Abbauvorgängen, Phosphorylierung, Glykosylierung 
und Transglutaminierung (OMARY et al., 1998; MARCEAU et al., 2001; 
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HYDER et al., 2008). Auf diese Weise nehmen sie an vielen wichtigen 
physiologischen Zellfunktionen teil, wie z.B. Zellmigration, Zellteilung, 
Zellgröße, Zellwachstum, Apoptoseregulierung  und anderen 
Signaltransduktionswegen (PALLARI & ERIKSSON, 2006). Die Mitwirkung 
an Signaltansduktionswegen erfolg hauptsächlich über Wechselwirkungen 
mit und/oder Bindung von Signalmolekülen. 
 
4. Laser-Mikrodissektion und quantitative Reverse-
Transkriptase-PCR  
Im Folgenden beschreibe ich, wie aus Formalin fixed paraffin embedded 
(FFPE) Material, das mittels Laser-Mikrodissektion gewonnen wurde, RNA 
isoliert und mittels quantitativer Reverse-Transkriptase-PCR (RT-qPCR) 
untersucht werden kann. 
4.1. Mengen- und Qualitätsbestimmung bei geringen RNA Mengen 
Mit der Entwicklung von automatisierten Elektrophorese-Systemen wie 
Experion (Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland) oder Agilent 
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Böblingen, Deutschland) wurde 
es möglich, Menge und Qualität von geringsten Mengen RNA zu 
bestimmen (Untergrenze ca. 200 pg/µl). Dabei wird die Elektrophorese in 
einem Mikrokanalsystem auf einem Chip durchgeführt (PFAFFL et al., 
2008). Fluorophore, die in der RNA interkalieren, werden mittels Laser 
angeregt und die Emission gemessen. Nach Kalibrierung des Systems 
über eine der Probe zugesetzten RNA-Leiter (Fig. 1c in Abschnitt V 2), 
kann die Größe und Menge der RNA bestimmt werden (Abb. 1). Das 
Ergebnis wird als Elektropherogramm (Fig. 1d in Abschnitt V 2) und als 
virtuelles Gel dargestellt. Unter Einbeziehung verschiedener Parameter 
und deren Gewichtung, u. a. des 18S rRNA- und 28S rRNA-Peaks, wird 
aus den erhaltenen Messdaten ein Zahlenwert zwischen 1 und 10 
berechnet, der die RNA-Qualität wiederspiegelt. Dabei entspricht „1“ stark 
degradierter RNA und „10“ intakter RNA. Dieser Zahlenwert wird je nach 
verwendetem System als RNA Quality Indicator (RQI, Experion) 
(DENISOV, 2008) oder RNA Integrity Number (RIN, Agilent 2100 
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Bioanalyzer) bezeichnet (SCHROEDER et al., 2006). 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung einer Elektrophorese im 
Mikrokanalsystem auf einem Analyse-Chip (modifiziert nach BIO-RAD-
LABORATORIES. Experion Video Tour CD) 
 
 
4.2. FFPE Material und Laser-Mikrodissektion 
Bei der Fixierung von Gewebeproben mit Formalin treten RNA- 
Strangbrüche,  Modifikationen der RNA mit Monomethylol-Gruppen sowie 
über diese Gruppen vermittelte Querverbindungen zu Proteinen auf. Bei 
der Isolierung der RNA können die beiden letzteren Vorgänge mittels 
spezieller Extraktionskits, die Protease K und Guanidin einsetzen, wieder 
rückgängig gemacht werden, die RNA-Fragmentierung bleibt jedoch 
bestehen (MEDEIROS et al., 2007). Die auf diese Weise gewonnene RNA 
kann mit den oben genannten automatisierten Elektrophorese Systemen 
analysiert werden. 
Wie Kenngott et al. (2011) zeigten, können  mittels Laser-Mikrodissektion 
genau definierte Zellgruppen aus FFPE Schnitten isoliert , die RNA isoliert 
und charakterisiert  und die RNA-Expression mittels RT-qPCR quantifiziert 
werden. 
Bei der Laser-Mikrodissektion  an histologischen Schnitten werden in der 
Regel membranbeschichtete Objektträger verwendet. Mittels eines UV-
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Lasers wird der gewünschte Bereich ausgeschnitten und dann, je nach 
verwendetem System, durch Schwerkraft (Leica LMD6500 und LMD7000) 
oder mit Hilfe eines einzelnen Laserkatapultimpulses (Palm MicroBeam, 
Zeiss) in den Deckel eines „Microtube“s befördert. Bei dem Laser- 
Mikrodissektionssystem von Zeiss können auch konventionelle 
Glasobjektträger verwendet werden. Dies ist von Vorteil, wenn zum 
Beispiel Archivmaterial verwendet werden muss, oder wenn sich aufgrund 
der Gewebebeschaffenheit die Schnitte auf membranbeschichteten 
Objektträgern trotz Verwendung eines „flüssigen Deckglases“ 
(LiquidCover Glass (D), Carl Zeiss MicroImaging GmbH Deutschland) an 
den Rändern aufrollen. Beim Einsatz von konventionellen 
Glassobjektträgern wird der markierte Bereich mit Hilfe vieler einzelner 
Laserkatapultimpulse in den Deckel des Microtubes befördert (Fig.1.a in 
Abschnitt V.2). 
4.3. Quantitative Reverse-Transkriptase-PCR 
Die quantitative Reverse-Transkriptase-PCR (RT-qPCR, real-time RT-
PCR) ist eine Methode die auf dem Prinzip der herkömmlichen 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruht, wobei die RNA in cDNA 
umgeschrieben wird und zusätzlich die Möglichkeit der Quantifizierung in 
Echtzeit gegeben ist (BUSTIN et al., 2009). Die Quantifizierung wird mit 
Hilfe von Fluoreszenz-Messungen am Ende oder während eines PCR-
Zyklus durchgeführt. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge 
der PCR-Produkte zu, was eine Quantifizierung möglich macht. Zu Beginn 
einer PCR ist die DNA- beziehungsweise cDNA-Menge begrenzt 
(Startphase). Zum Schluss einer PCR ist die DNA-Menge der Zielsequenz 
so stark angestiegen, dass immer häufiger Produktfragmente miteinander 
hybridisieren und so die PCR hemmen (Plateauphase). Zwischen 
Startphase und Plateauphase liegt die exponentielle Phase, in der sich die 
Zielsequenz unter optimalen Bedingungen verdoppelt. Der Anfang der 
exponentiellen Phase wird zur Quantifizierung benutzt (HOLZAPFEL, 
2007). 
In Publikationen der letzten Jahre führte eine uneinheitliche Nomenklatur 
und unterschiedliche Vorstellungen über die zu veröffentlichenden Details 
dieser Untersuchungen zu Problemen bei der Reproduzierbarkeit der 
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Ergebnisse. Dem wurde durch „The MIQE Guidelines“ (BUSTIN et al., 
2009) entgegengewirkt. In der real-time PCR wird heute nicht mehr primär 
in DNA Produktmengen oder –konzentrationen gerechnet, sondern als 
Maß für die Quantifizierung der Startmenge wird der sogenannte Cq (= 
quantification cycle) Wert herangezogen (früher auch Ct oder Cp Wert). 
Dieser entspricht der Anzahl der PCR Zyklen, die nötig sind, um ein 
konstant definiertes Fluoreszenzniveau zu erreichen. Am Cq befindet sich 
in allen Reaktionsgefäßen die gleiche Menge an neu synthetisierter DNA. 
Im Falle einer 100% Effizienz der PCR verdoppelt sich mit jedem Zyklus 
die DNA Produktmenge und analog dazu das Fluoreszenzsignal. Ein um 
eine Einheit geringerer Cq entspricht der doppelten Menge an 
eingesetzten cDNA, respektive mRNA Startmenge (PFAFFL, 2004). 
Es stehen zwei generelle Quantifizierungsstrategien in der real-time RT-
PCR zur Verfügung, die relative Quantifizierung und die absolute 
Quantifizierung. 
Bei der relativen Quantifizierung wird die Genexpression eines Zielgens 
auf ein weiteres ubiquitär exprimiertes nicht reguliertes Referenz Gen oder 
auf einen  Referenz-Gen-Index, der sich aus mehreren Referenz-Genen 
zusammensetzt, bezogen. Man nennt diesen Vorgang auch 
Normalisierung der Expressionsergebnisse. Die relative Quantifizierung 
lässt sich weiter optimieren, indem man die unterschiedlichen real-time 
PCR Effizienzen der untersuchten Faktoren mit berücksichtigt. Die Vorteile 
der Normalisierung liegen in der Reduzierung der Varianz der 
Expressionsergebnisse, da Gewebe- und Matrixeffekte, unterschiedliche 
RNA Extraktionseffizienzen sowie Fehler bei der RT innerhalb einer 
experimentellen Probe gleichermaßen das Ziel-Gen und das Referenz- 
Gen betreffen. In den folgenden Berechnungen des 
Expressionsunterschiedes heben sich diese individuellen Probeneffekte 
wieder auf (PFAFFL, 2004). 
Die Gene für GAPDH, ribosomale Untereinheiten (18S und 28S), 
Ubiquitin, Histon Untereinheiten und β-Aktin sind wohl die geläufigsten 
Referenz-Gene die zur Normalisierung herangezogen werden. Die relative 
Expression des zu untersuchenden Gens in den behandelten 
experimentellen Proben wird auf ein Kontrollprobenmaterial bezogen. Die 
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Berechnung des Expressionsunterschiedes (Ratio) kann über die 
sogenannte ∆∆CP Methode erfolgen oder besser über genauere Effizienz 
korrigierte Modelle erfolgen, da man bei der ∆∆CP Methode von einer 
optimale real-time PCR Effizienz (=2) in allen Proben ausgeht, was 
natürlich nicht der Praxis entspricht. Die „wahre real-time PCR Effizienz“ 
dürfte sich unter optimierten Reaktionsbedingungen im Bereich von 1,7 bis 
1,9 bewegen. Geringste Schwankungen in den Effizienzen von Zielgen zu 
Referenzgen führen jedoch zu enormen Unterschieden in den 
Expressionsunterschieden. Die PCR-Effizienz eines bestimmten Faktors 
lässt sich durch verschiedenste Methoden bestimmen. Am häufigsten wird 
eine Standardkurve aus unterschiedlichen Verdünnungsstufen erstellt, aus 
dessen Steigung die real-time PCR-Effizienz bestimmt werden kann. 
Allerdings überschätzt diese Methode die eigentliche real-time PCR- 
Effizienz. Nicht selten errechnen sich Effizienzen über 2,0 bis 2,2, was 
theoretisch nicht möglich ist (PFAFFL, 2004). 
Während die relative Quantifizierung zwei verschiedene Gene miteinander 
vergleicht, wird die absolute Quantifizierung mit Standards des zu 
untersuchenden Gens durchgeführt. Es werden Standards des Ziel-Gens 
in verschiedenen Verdünnungen mitgeführt, die die Berechnung des Ziel-
Gens aus den unbekannten Proben ermöglichen (HOLZAPFEL, 2007). 
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III. MATERIAL UND METHODEN 
Die Ausführungen zu Material und Methoden finden sich in der Publikation 
in Abschnitt V 1. 
IV. Ergebnisse     25 
 
IV. ERGEBNISSE 
Die Ergebnisse sind in der Publikation in Abschnitt V 1 dargestellt. 
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during Folliculogenesis 
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Summary 
The cellular cytoskeleton is composed of three fibrillar systems, namely actin 
microfilaments, microtubules and intermediate filaments (IFs). It is not only a 
structural system, which mediates functional compartmentalisation, but also 
contributes to many cellular processes such as transport, mitosis, secretion, 
formation of cell extensions, intercellular communication and apoptosis. In our 
present study we have examined the distribution of four groups of intermediate 
filaments (cytokeratins (CKs), vimentin, desmin and lamins) in the somatic and  
germinal cells of the bovine ovary using RT-PCR and immunohistochemical 
techniques. Using RT-PCR specific transcripts for all intermediate proteins 
studied (CK8, CK18, desmin, vimentin, lamin A/C and lamin B1) were detected. 
A characteristic immunohistochemical staining pattern was observed for the 
different intermediate filaments within the ovary: In the present study, we used 
antibodies against Type I CK (acidic cytokeratins: CK14, CK18, CK19) and Type 
II CK (basic cytokeratins: CK5 and CK8). Among these, only antibodies against 
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CK18 gave a characteristic pattern of immunostaining in the ovary, which 
included the surface epithelium, the follicle cells, the endothelium of blood 
vessels and rete ovarii. Antibodies against all other CKs resulted in a weak 
staining of a limited number of cellular structures (CK5, CK19) or were 
completely negative (CK8, CK14, apart from the surface epithelium). Vimentin 
antibodies resulted occasionally in a weak staining of the granulosa cells of 
primary and secondary follicles. In late secondary follicles the basal and most 
apical follicle cells contacting the zona pellucida usually showed a marked 
immunostaining for vimentin. In antral follicles three different immunostaining 
patterns for vimentin were observed. Desmin immunostaining was confined to the 
smooth muscle cells of blood vessels. Although mRNA for lamin A/C and lamin 
B1 could be demonstrated using RT-PCR, no immunostaining was found for  
lamins, neither in the follicle cells nor in the oocytes. 
Introduction 
Among the components of the cytoskeleton, the intermediate filaments (Ifs) are 
regarded as the most versatile structures of mammalian cell architecture 
(Herrmann et al., 2007). Intermediate filaments are divided into six subtypes 
which are, at least in part, expressed in a cell type- (and differentiation)-dependent 
manner (Coulombe and Wong, 2004; Omary et al., 2006; Kim and Coulombe, 
2007; Goldman et al., 2008). Apart from the lamin proteins, which are localized to 
the nucleus (Dahl et al., 2004; Mattout et al., 2006), all other types of IF proteins 
are distributed with the cytoplasm (Hesse et al., 2001). At the cell surface, these 
intermediate filaments interact with desmosomes, hemidesmosomes, focal 
adhesions and indirectly with the extracellular matrix via a variety of linker 
proteins (Capetanaki et al., 2007; Green and Simpson, 2007; Herrmann et al., 
2007). Cytoplasmic IFs also associate with the outer nuclear membrane, which in 
turn is connected to components of the nuclear lamina, the lamins (Tzur et al., 
2006; Herrmann et al., 2007). Besides the important role for the structural support 
in the cytoplasm and the nucleus (Iwatsuki and Suda, 2010; Qin et al., 2010), a 
number of additional roles, nonmechanical in nature, have been recently 
uncovered for intermediate filament proteins. These include the regulation of key 
signalling pathways that control cell survival, cell growth, vectorial processes 
including protein targeting in polarized cellular settings,  and gene regulation 
(Perlson et al., 2005; Kim et al., 2006; Pallari and Eriksson, 2006; Kim and 
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Coulombe, 2007; Hyder et al., 2008; Parnaik, 2008). The expression of different 
IF proteins in the ovary has been examined in numerous species, such as mice, rat, 
giant rat, dog, pig, sheep, baboon and human (Czernobilsky et al., 1985; Gall et 
al., 1992; Gallicano et al., 1992; Santini et al., 1993; Gallicano et al., 1994; 
Bukovsky et al., 1995; Nilsson et al., 1995; Khan-Dawood et al., 1996; Appert et 
al., 1998; Pan and Auersperg, 1998; Loffler et al., 2000; Marettova and Maretta, 
2002; Hafner et al., 2004; Akihara et al., 2007; Arnault et al., 2010; Gumus et al., 
2010; Madekurozwa et al., 2010). For the bovine ovary there are studies on the 
expression of diverse intermediate filament proteins with emphasis on different 
structures in the ovary (Ricken et al., 1995; Van Den Hurk et al., 1995; van Wezel 
et al., 1999; Perez-Martinez et al., 2001; Ortega et al., 2007; Townson et al., 
2010). In our study we examined the expression of CK5, CK8, CK14, CK18, 
CK19, vimentin, desmin, lamin A and lamin B1 in the bovine ovary, considering 
the different developmental follicle stages and various ovarian tissues including 
the  surface epithelium, stroma cells, endothelium, smooth muscle cells and rete 
ovarii. The results of our study will add further information on changes of 
intermediate filament expression during follicle development and regression and 
lead to a better understanding of the role of intermediate filaments in the bovine 
ovary. 
Materials and methods 
The twelve bovine ovaries used in this study were collected at the local Munich 
slaughterhouse within 15 min after slaughter. The stage of the oestrus cycle was 
determined by examining macroscopically the ovaries (follicles and corpora lutea) 
and the uterus (size, colour, consistency and mucus) as previously described 
(Berisha et al., 2000).  
 
Gene expression studies 
For gene expression studies small samples of six bovine ovaries were immersed in 
RNAlater (Ambion, Applied Biosystems, Darmstadt, Germany) and stored at        
-80°C until use. RNA extraction from RNAlater® immersed tissue was performed 
using the Tri Reagent® isolation kit (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) 
according to manufacturer’s protocol. Quality and quantity of isolated total RNA 
were evaluated using the microfluid based automated electrophoresis system 
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Experion (Bio-Rad, Munich, Germany). We used the Standard Sense analysis 
chip (Bio-Rad, Munich, Germany) following the manufacturer’s protocol. cDNA 
synthesis was carried out using iScript™cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, USA) according to the manufacturer’s protocol 
applying 627ng  total RNA for each probe with an iCycler (Bio-Rad, Munich, 
Germany). Finally the cDNA was diluted with RNase free aqua dest. 1:8. mRNA 
sequences were downloaded from NCBI Locus Link at 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/Locuslink. Primer pairs (primers  used see 
Table 1) were designed using NCBI/ Primer- BLAST (http://www.ncbi.nlm. 
nih.gov/tools/primer-blast). All primer pairs were designed in an intron flanking 
fashion to limit the possibility of amplifying genomic DNA. The primers were 
synthesized by MWG-Biotech (Ebersberg, Germany). For PCR the concentration 
of the primer sets was adjusted to 1.2 pmol/µl. PCR reactions were performed 
using iCycler EvaGreen® protocol (Bio-Rad, Munich, Germany) in a 96-well 
plate. The PCR thermal cycling program was accomplished by a two-step 
temperature protocol with following conditions: (first phase) 95°C for 1.45 min 
for enzyme activation and (second phase) 45 cycles at 95°C for 15 s 
(denaturizing) and 60°C for 30 s (annealing and extension). To identify unspecific 
PCR products melt curve analysis was carried out immediately after the 
amplification protocol. To reduce effects of pipetting errors all samples were 
amplified in triplicates. Parallel reactions without templates (NTC) were used as 
negative controls. To identify and validate the different PCR amplification 
products we ran them in a 1.5% ethidium bromide stained agarose gel (Biozym 
Phor Agarose, Biozym Scintific GmbH, Oldendorf, Germany). The position of the 
bands was compared with a DNA Sizer XII marker (Peqlab, Erlangen, Germany). 
Additionally the amplicons were sequenced by GENterprise (GENterprise 
GENOMIC, Mainz, Germany). 
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Table 1. Primers used in this study 
Primers Forward Primer Reverse Primer Product 
size 
Gen-Bank 
Accession No. 
CK8 GGCAACATGCAGGGGCTGG
T 
Exon 5 
CCAGGCGGGACTCCAGCTC
T 
Exon 7 
148 NM_00103361
0.1 
CK18 TCATCGAGGACCTGAGGGCT
CAGA 
Exon 1 
GCGCATGGCCAGCTCTGTCT
C 
Exon 3 
131 NM_00119209
5.1 
Desmin GGGCGAGGAGAGCCGGATC
A 
Exon 5 and 6 
TCCCCGTCCCGGGTCTCAAT
G 
Exon 8 
141 NM_00108157
5.1 
Vimentin AAGCCGAGAGCACTCTGCA
GTCT 
Exon 2 
GGGCCTGAAGCTCCTGGATT
TCCT 
Exon 3 
150 NM_173969.3 
Lamin 
A/C 
GAGCTGCATGACCTGCGGG
G 
Exon 2 
GGTCTGCAGCCGGTTCTCAG
C 
Exon 3 
117 NM_00103405
3.1 
Lamin 
B1 
GGATTTGGAGAATCGCTGTC 
Exon 3 
GCGAGTTTCATGCTTCCTTC 
Exon 4 
103 NM_00110329
5.1 
 
 
Immunohistochemistry and immunofluorescence 
For immunohistochemical analysis, specimens were fixed in Bouin’s fluid (picric 
acid 1500 ml, glacial acetic acid 100 ml, 37% formalin) for 24 h or in 3.8% 
buffered formalin (pH 7,4) for 48 h. After fixation, the formalin treated samples 
were washed in diethylpyrocarbonate (DEPC)-water for 2 h and then in 70% 
ethanol for 3 h and the samples fixed with Bouin’s fluid were immersed in 70% 
ethanol (3 x 24 h) to wash out Bouin's fluid. Then each specimen was dehydrated 
in a graded series of alcohols and embedded in paraffin. Sections (5 µm thick) 
were cut with a MICROM microtome Type Cool Cut (MICROM International 
GmbH, Walldorf, Germany) and collected on slides (SuperFrost Ultra Plus; 
Menzel-Gläser, Braunschweig, Germany). 
 
Localisation of intermediate filaments using immunohistochemistry 
For immunohistochemistry three blocs of each of the twelve bovine ovaries were 
used (four ovaries of prooestrus, oestrus and dioestrus respectively). Of each bloc 
ten sections (every fifth) were used. Paraffin sections were dewaxed and then 
washed three times for 5 min with phosphate buffered saline (pH 7.4). For some 
primary antibodies a pre-treatment was necessary (see Table 2). Endogenous 
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peroxidase activity was blocked with 7,5 % H2O2 at room temperature for 10 min. 
Nonspecific antibody binding was blocked with Dako Protein Block Serum Free 
(Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Germany) for 10 min. Sections were 
incubated with the primary antibody overnight at 6°C (primary antibodies used 
see Table 2). Antigen localization was achieved using the avidin–biotin complex 
technique [ABC-technique (Hsu et al., 1981)]. The respective biotinylated 
secondary antibodies are listed in Table 3 (incubation for 30 min at room 
temperature). Then incubation with StreptABComplex/HRP (Dako Deutschland 
GmbH, Hamburg, Germany) was performed for 30 min at room temperature and 
treatment with 1 mg/ml 3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB tablets, 
10 mg; Biotrend Chemikalien GmbH, Köln, Germany) for 5 minutes. As negative 
control only Dako Antibody Diluent (Dako Deutschland GmbH, Hamburg, 
Germany) with non-immunoserum from the respective species instead of the 
primary antibody was used. All incubations were performed in a humidified 
chamber. Sections were left unstained or counterstained in haematoxylin (20 s), 
dehydrated, and mounted with Eukitt quick-hardening mounting medium for 
microscopy (Fluka Analytical©, Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze, 
Germany). As positive controls fetal bovine skin was used for the 
immunocytochemical demonstration of cytokeratins and vimentin. Positive 
control for desmin was the smooth muscle layer of the bovine duodenum. 
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Table 2. Primary antibodies used for immunohistochemistry and 
immunofluorescence 
Antigen Primary antibody Supplier Dilution Pretreatment 
     
Vimentin 
Monoclonal Mouse Anti-
Vimentin, Clone Vim 3B4 
DakoCytomation
2 
1:500 
0,1% 
proteinase
1
 
for 10 
minutes 
Cytokeratin 5 
Anti-Keratin K5, guinea pig 
polyclonal 
Progen Biotechnik
3 
1:50 - 
Cytokeratin 8 
Monoclonal Mouse Anti- 
Cytokeratin 8, Clone C-51 
Novus Biologicals
4 
1:500 
0,1% 
proteinase
1
 
for 10 
minutes 
Cytokeratin 14 
Anti-Keratin K14, guinea pig 
polyclonal 
Progen Biotechnik
3 
1:100 - 
Cytokeratin 18 
Anti-Keratin K18, guinea pig 
polyclonal 
Progen Biotechnik
3 
1:200 - 
Cytokeratin 19 
Anti-Keratin K19, guinea pig 
polyclonal 
Progen Biotechnik
3 
1.200 - 
Desmin 
Monoclonal Mouse Anti- 
Desmin, Clone DE-U-10 
GeneTex
5 
1:200 - 
Lamin A 
Monoclonal Mouse Anti- 
Lamin A (133A2) 
SantaCruz 
Biotechnology
6 1:750 - 
Lamin B1 
Monoclonal Mouse Anti- 
Lamin B1 (119D5-F1) 
SantaCruz 
Biotechnology
6 1:750 - 
1: Proteinase, bacterial Type XXIV (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, 
Seelze, Germany); 2: Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Germany; 3: 
PROGEN Biotechnik GmbH, Heidelberg, Germany; 4: Novus Biologicals, 
Cambridge, England; 5: GeneTex, Irvine, USA; 6: Santa Cruz Biotechnology, 
Inc., Heidelberg, Germany 
 
 
 
Localisation of intermediate filaments using immunofluorescence 
For immunofluorescence, samples from the same blocs as for 
immunohistochemistry were used. After incubation with the primary antibody 
overnight at 6°C (antibodies used see Table 2), a subsequent incubation for one 
hour at room temperature with the corresponding fluoresceinisothiocyanat (FITC) 
linked secondary antibodies (see Table 3) was performed. Then the sections were 
covered with VECTASHIELD© Mounting Medium containing 4′, 6-diamidin-2-
phenylindol (DAPI) (Vector Laboratories, Burlingame, USA). As negative control 
only Dako Antibody Diluent with non-immunoserum from the respective species 
instead of the primary antibody was used. All incubations were performed in a 
humidified chamber. 
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Table 3. Secondary antibodies used for immunohistochemistry and 
immunofluorescence 
Secondary antibody Supplier Dilution Label 
    
Polyclonal Rabbit Anti-Mouse 
Immunoglobulins 
DakoCytomation
1 
1.300 biotinylated 
Polyclonal Rabbit Anti-Mouse 
Immunoglobulins 
DakoCytomation
1 
1:20 FITC
4 
Goat Anti-Guinea Pig IgG (H+L) Vector Laboratories2 1.300 biotinylated 
Rabbit Anti-Guinea Pig IgG (H+L)  
Invitrogen 
Corporation
3
  
1:50 FITC
4 
1: Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Germany; 2: Vector Laboratories, 
Burlingame, USA; 3: Invitrogen GmbH, Darmstadt, Germany; 4: 
Fluoresceinisothiocyanat 
 
 
 
Results 
Expression of mRNA for intermediate filament proteins  
The integrity of the extracted total mRNA from the bovine ovaries was confirmed 
with the microfluid based automated electrophoresis system Experion (BioRad, 
Munich, Germany). The RQI (RNA quality indicator) for the studied samples 
ranged from 7,1 to 8,9 proving a good mRNA quality. Using RT-PCR specific 
transcripts for all intermediate proteins studied (CK8, CK18, desmin, vimentin, 
lamin A/C and lamin B1 were detected during all stages of the estrus cycle 
(proestrus, oestrus, dioestrus). The PCR products showed 100% homology to the 
known bovine gene after sequencing. A representative example for intermediate 
filament RT-PCR is shown in Fig. 1. 
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Fig.1: Ethidium bromide stained gel of PCR amplification products 
 
RT-PCR demonstrated the mRNA expression of all of the studied IFs in the 
bovine ovary. Lane 1: marker, lane 2: water, lane 3: CK8 (148 bp), lane 4: CK18 
(131 base pairs, bp), lane 5: lamin A/C (117 bp), lane 6: lamin B1 (103 bp), lane 
7: vimentin (150 bp), lane 8: desmin (141bp) 
 
 
 
Immuno-localisation of intermediate filament proteins 
The immuno-localisation of the intermediate filament proteins studied appeared to 
be very similar, irrespective of the method (immunohistochemistry or 
immunofluorescence) used. Fixation with Bouin’s fluid gave consistently the best 
results and was therefore used for the subsequent evaluation of the staining 
intensity. After formalin fixation the intensity of the immunostaining was 
distinctly reduced, probably to the cross linking of proteinous antigens by 
formalin. The results are summarized in Table 4. 
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Table 4. Localisation of vimentin cytokeratin 5, 8, 14, 18, and 19 and desmin in 
the bovine ovary 
Intensities of immunostaining: -: negative; +-: weak; +: moderate; ++: distinct; 
+++: strong. Vim: vimentin; CK: cytokeratin; Des: desmin; IHC: 
immunohistochemistry; IF: immunofluorescence; 1: in late secondary follicles 
basal and luminal layer; 2: for detailed description see text. 
 
 
Immuno-localisation of vimentin 
The ovarian surface epithelium was negative, but usually resting on a layer of 
distinctly positive stromal cells (Fig.2.A). Vimentin was also found in the 
endothelium (Fig.2.B) and in many fibroblasts of the ovarian stroma. Primordial 
follicles were negative and in primary and secondary follicles granulosa cells gave 
occasionally a weak positive staining for vimentin. In late secondary follicles the 
basal and most apical layer (which is in contact with the zona pellucida) usually 
showed a marked immunostaining for vimentin, whereas in the intermediate 
layers of the follicles only scattered granulosa cells were positive (Fig.2.C). Early 
antral follicles gave a similar pattern of vimentin immunoreactivity with a distinct 
 Vim CK 5 CK 8, 14 CK 18 CK 19 Des 
 IHC IHC IF IHC IF IHC IF IHC IF 
Surface epithelium - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - 
Stroma cells +/++ - - - - - - - - 
Endothelium ++ +- ++ - - +-/+ ++ - - 
Smooth muscle cells - + ++ - - - - - ++/+++ 
Rete ovarii - - - - - ++ ++ ++ - 
          
Oocytes - - - - - - - - - 
Granulosa cells of          
Primordial follicles - - - - - - - - - 
Primary follicles +- - - - - ++ ++ - - 
Secondary follicles +-/++
1
 - - - - ++/+++ +++ - - 
Antral follicles 
- up to 
+++
2 - - - - 
+- up to 
+++
2 
+- up to 
+++
2 - - 
Theca cells ++ - - - - -
 
-
 
- - 
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infranuclear staining in the cytoplasm of the basal granulosa cell layer and in the 
cells of the corona radiata with cytoplasmic staining localised towards the zona 
pellucida (Fig.2.D). In larger antral follicles different patterns of immunostaining 
for vimentin were observed. Basal and luminal cells were positive and basal cells 
showed cytoplasmic staining, which concentrated above the nuclei (Fig.2.E). In 
the intermediate layers of the follicles nearly all cells were negative. In the 
cumulus oöphorus scattered cells were positive, but there was no positive 
immunoreaction in all corona radiata cells as seen in early antral follicles 
(Fig.2.F). In several larger antral follicles nearly all granulosa cells showed a very 
strong immunostaining for vimentin (Fig.2.G). A third type of antral follicles 
displayed a positive immunoreaction of luminal cells; a small number of positive 
cells were scattered within the other layers of the membrana granulosa. The 
cytoplasm of several of these vimentin positive luminal cells appeared to reach the 
basal lamina of the follicles (Fig.2.H). 
The theca interna and theca externa contained a variable number of distinctly 
vimentin positive fibroblasts. The oocytes of all follicle stages, from primordial to 
antral follicles, were negative after incubation with antibodies against vimentin. 
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Fig. 2: Immunostaining for vimentin in the bovine ovary 
 
A: The ovarian surface epithelium (arrowhead) is resting on a layer of distinctly 
positive stromal cells. B: Blood vessel with positive endothelium (arrowhead). C: 
Late secondary follicle with a distinctly positive basal (arrow) and luminal 
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(arrowhead) granulosa cell layer. Within the intermediate layers of the follicle 
wall only scattered granulosa cells are immunopositive. D: Early antral follicle 
with a distinct infranuclear staining within the cytoplasm of the basal granulosa 
cell layer (arrow) and a cytoplasmic staining directed towards the zona pellucida 
in the corona radiata cells (arrowhead). E-H: Large antral follicles with different 
staining patterns. E, F: Positive basal cells showing cytoplasmic staining that 
concentrates above the nuclei (arrow). Luminal cells (asterisk) and scattered cells 
of the cumulus oöphorus (arrowhead) show a positive immunostaining. G: Nearly 
all granulosa cells show a very strong immunostaining for vimentin. H: Atretic 
follicle with immunostaining in luminal cells and a small number of cells 
scattered in the remaining layers of the membrana granulosa. Arrowhead: Antral 
cell that extends to the basal lamina of the follicle. 
 
 
Immuno-localisation of cytokeratins (CK5, CK8, CK18, CK19) 
In the present study the localisation of five different cytokeratins was investigated, 
i.e. two basic (CK5, CK8) and three acidic (CK14, CK18, CK19) cytokeratins. 
The ovarian surface epithelium displayed a strong cytoplasmic immunostaining 
along the whole periphery of the organ for all cytokeratins investigated. The 
epithelium lining the rete ovarii was consistently immunopositive for CK18 and 
CK19 (Fig.3.A). An interesting pattern of immunostaining for CK18 was seen in 
the different classes of follicles. The oocyte did not stain positively for CK18 at 
any stage of follicular development. In primordial follicles, the flat follicular cells 
also remained negative, whereas most of the cuboidal follicle cells of primary 
follicles appeared distinctly CK18 positive (Fig.3.B). Most follicle cells of the 
multilayered secondary follicles showed a distinct to strong immunostaining for 
CK18. In the basal cell layer (directed towards the theca interna) the CK18 
positive material completely occupied the infranuclear area of the follicle cells, 
whereas in the apical cell layer (directed towards the forming zona pellucida) 
immunopositve staining appeared focused supernuclearly. The cells of the 
intermediate layers, which were also mostly CK18 positive within their cytoplasm 
showed varying shapes and therefore also a varying localisation of the CK18 
positive material (Fig. 3.C). In tertiary follicles a similar pattern was seen. Basal 
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and luminal cells as well as apical cells surrounding the oocyte displayed a 
distinct to strong immunostaining for CK18, whereas in the intermediate cell 
layers only scattered cells appeared strongly positive (Fig.3.D-F). The theca 
interna and theca externa contained few distinctly CK18 positive fibroblasts. CK5 
only displayed immunostaining in the endothelium and tunica media of blood 
vessels (Fig.3.G). 
Immuno-localisation of desmin 
Desmin immunoreactivity was demonstrated in the smooth muscle cells of the 
tunica media of the blood vessels (Fig.3.H). All cells of the follicles (follicle and 
granulosa cells and oocytes), as well as the other cellular structures of the ovary 
(surface epithelium, stroma cells, rete cells, endothelia), were consistently 
negative after incubation with desmin antibodies. 
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Fig. 3: Immunostaining for cytokeratins and desmin in the bovine ovary 
 
A: CK19 positive cells of the rete ovarii (arrowhead). B-F: Immunostaining of 
CK18. B: Primordial follicle with negative flat follicular cells (arrowhead) and a 
primary follicle with distinctly CK18 positive cuboidal follicle cells (arrow). C: 
Secondary follicle with a distinct to strong immunostaining for CK18. In the basal 
cells directed towards the theca interna the positive staining completely occupies 
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the infranuclear area of the follicle cells (arrowhead). D-F: Antral follicles with 
basal (arrowhead) and luminal (asterisk) and corona radiata cells surrounding the 
oocyte (arrow) show a distinct to strong immunostaining for CK 18, whereas in 
the intermediate cell layers only scattered cells appear strongly positive. G: 
Distinct CK5 immunofluorescence in the endothelium (arrowhead) and tunica 
media (arrow) of blood vessels. H: Strong desmin immunofluorescence in smooth 
muscle cells of the tunica media (arrow) of a blood vessel. 
 
 
Immuno-localisation of lamin A and lamin B1 
No specific staining for lamin A or lamin B1 could be obtained with the 
antibodies used in this study, both with and without pre-treatment using a 
permeabilization solution (citrate buffer) in a microwave. A distinct 
immunostaining was found in the cytoplasm of granulosa cells of antral follicles, 
which was confined to the cytoplasm of the cells (and not, as expected, to the 
lamina of the nuclei) and was therefore considered as unspecific. 
 
Discussion 
The cellular cytoskeleton is not only a structural element which mediates 
functional compartmentalization, but also contributes to many cellular processes 
such as transport, mitosis, secretion, formation of cell extensions, intercellular 
communication and apoptosis (Chang and Goldman, 2004; Marceau et al., 2007; 
Goldman et al., 2008). IFs are the most stable component of the cytoskeleton in 
the cells under physiological conditions. They have a long half-life, which is 
roughly equivalent to the cell generation time, whereas the half-life of the 
corresponding mRNAs are very short (Coleman and Lazarides, 1992).Therefore it 
was assumed for a long time that the main role of IFs is to maintain a fixed 
cellular architecture that protects cells against mechanical stress. Recently, it has 
become obvious that IFs are highly dynamic and reorganize by phosphorylation, 
glycosylation and transglutamination (Omary et al., 2006; Hyder et al., 2008). 
Several new studies suggest that the IF network is therefore involved in many 
important physiological functions, such as signal transduction, cell polarity and 
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gene regulation (Kim et al., 2006; Pallari and Eriksson, 2006; Kim and Coulombe, 
2007; Kim et al., 2007; Hyder et al., 2008; Iwatsuki and Suda, 2010). We have 
examined the distribution of four groups of intermediate filaments (cytokeratins, 
vimentin, desmin and lamins) in the somatic and germinal cells of the bovine 
ovary. Whereas the first three groups of IF proteins (cytokeratins, vimentin, 
desmin) form a characteristic network in the cytoplasm of the cells, lamins build 
an intranuclear IF network, the nuclear lamina, lying underneath the inner nuclear 
membrane.  
The expression of several classes of cytoplasmic IFs in the ovary has been 
described for several mammalian species (Czernobilsky et al., 1985; Gall et al., 
1992; Gallicano et al., 1992; Santini et al., 1993; Gallicano et al., 1994; Bukovsky 
et al., 1995; Nilsson et al., 1995; Ricken et al., 1995; Van Den Hurk et al., 1995; 
Khan-Dawood et al., 1996; Appert et al., 1998; Pan and Auersperg, 1998; van 
Wezel et al., 1999; Loffler et al., 2000; Perez-Martinez et al., 2001; Marettova and 
Maretta, 2002; Hafner et al., 2004; Akihara et al., 2007; Ortega et al., 2007; 
Arnault et al., 2010; Townson et al., 2010) and has elucidated  origins of certain 
ovarian cell types during prenatal development. In several of the above cited 
studies, vimentin and cytokeratins were detected within granulosa cells of follicles 
at various stages of growth and atresia, in luteal cells of the corpus luteum 
throughout the luteal phase, and in oocytes from both fetal and adult ovaries. 
Nuclear intermediate filaments, called lamins, so far, have been only found in the 
oocytes of Xenopus (Gall et al., 1989) and in mammalian germ cells only in the 
oocyte of the mouse (Arnault et al., 2010).  
Van Den Hurk et al. (1995) used an antibody against human skin keratin and 
described in nine month old cattle a positive reaction only in the ovarian surface 
epithelium and the rete ovarii. They observed desmin immunoreactivity only in 
smooth muscle cells of vessels. For vimentin they described a positive reaction in 
a few granulosa cells of primary follicles and in granulosa cells of secondary and 
small antral follicles near the basal lamina and the oocyte. In large antral follicles 
they observed immunostaining for vimentin only in granulosa cells near to the 
oocyte. Van Wezel et al. (1999) got similar results for vimentin expression. 
In the bovine ovary Perez-Martinez et al. (2001) described a positive reaction for 
CK 6, 7, 8/18 and 14 in the surface epithelium and for CK 6, 7, 8/18 and 14 and 
vimentin in the rete ovarii. CK 1, 5, 10 and 13 were negative in both structures. 
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The expression in follicle cells was not examined in their study. 
Ortega et al. (2007) were interested in cytoskeletal proteins in follicular structures 
of cows with cystic ovarian disease and therefore examined antral follicles bigger 
than five mm in diameter and used desmin and vimentin antibodies and one 
antibody detecting several cytokeratins. They described a positive desmin reaction 
predominantly in smooth muscle cells of the tunica media layer of blood vessels 
and in a small number of cells in the theca externa of antral follicles. They 
observed vimentin immunoreactivity in the granulosa cell layer of healthy, atretic 
and cystic follicles with significant higher intensity in atretic and cystic follicles 
than in antral follicles. Also, they described a larger intensity of vimentin 
immunostaining in theca externa cells of atretic and cystic follicles. Ortega et al. 
(2007) reported also a positive vimentin reaction in the endothelial-cell lining of 
blood capillaries. For cytokeratins these authors showed a weak immunostaining 
in the theca layers and in the granulosa cells of antral follicles and a higher 
staining intensity in atretic and cystic follicles of these cells. Townson et al. 
(2010) reported of the expression and distribution of CK 8/18 IFs in bovine antral 
follicles and corpus luteum. Our results, using a much broader set of antibodies to 
IF-filaments show some marked differences to these earlier studies. Contrary to 
Townson et al. (2010) we were able to demonstrate a positive CK18 
immunostaining already in primary follicles. The expression pattern in antral 
follicles in our study differed also from that reported by Van Den Hurk et al. 
(1995). The observed differences may be due to different antibodies used in 
earlier studies, where the specificity to bovine IFs has not been evaluated, and to 
different protocols of fixation. 
In the present study, we used antibodies against Type I CK (acidic cytokeratins: 
CK14, CK18, CK19) and Type II CK (basic cytokeratins: CK5 and CK8). Among 
these, only antibodies against CK18 gave a characteristic pattern of 
immunostaining in a number of ovarian tissues, which included the surface 
epithelium, the follicle cells, the endothelium of blood vessels and rete ovarii. 
Antibodies against all other CKs resulted in a weak staining of a limited number 
of cellular structures (CK5, CK19) or were completely negative (CK8, CK14 - 
apart from the surface epithelium). Interestingly, the expression pattern of CKs in 
the follicle cells is distinctly different from that of the ovarian surface epithelium. 
This finding does not support the hypothesis that follicle cells are derived from 
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the ovarian surface epithelium. On the other hand, it can not be completely ruled 
out that surface epithelium derived follicular cells change the expression of CKs, 
with only CK18-filaments regularly found in the cytoplasm of follicle cells from 
the beginning of follicle activation in primary follicles up to the Graaf follicle. 
This could be interpreted as an adaption of the cellular cytoskeleton of the follicle 
cells to their new role as supporting cells of the growing oocyte. Different to our 
results, Spanel-Borowski (2011) only found an expression of cytokeratin positive 
cells in preovulatory follicles. From her data, she forwarded the hypothesis that 
the reappearance of cytokeratin positive cells in the basal area of antral follicles 
can be explained by upcoming danger signals (Spanel-Borowski, 2011) indicating 
an increasing oxidative stress for the follicle, which would finally lead to 
ovulation. Our results do not support this assumption, as we found already an 
expression of CK18 in growing primary, secondary and early antral follicles, 
which is certainly not related to the events of ovulation. 
Our immunohistochemical study also revealed a characteristic pattern of vimentin 
immunoreactivity in the bovine ovary. In fetal bovine skin used as positive control 
tissue, mesenchymal cells of the dermis and the endothelium of blood vessels 
were intensely stained. Vimentin was found in many but not all fibroblasts of the 
ovarian stroma. Whereas the oocytes consistently remained negative after 
immunostaining for vimentin, the follicle cells contained vimentin positive cells 
during late preantral and antral stages of follicular development as Ortega et al. 
(2007) described as well, but no vimentin positive cellular protrusions of follicle 
cells appeared to penetrate the zona pellucida as described by Van Den Hurk 
(1995). Similar to Towson et al. (2010) for cytokeratins, we are critical of findings 
that homogeneous vimentin reactivity is predominantly present in atretic follicles 
as we regularly found atretic follicles with only few vimentin positive granulosa 
cells (Fig.2.H). The theca surrounding the membrana granulosa always contained 
a various number of distinctly vimentin positive fibroblasts.  
Investigations of the cytoskeleton of oocytes mostly focussed on changes of the 
microtubular system and actin filaments during oocyte growth and maturation 
(Ferreira et al., 2009). The microfilaments and microtubules of the cytoskeleton 
promote the movement of various cellular organelles, such as mitochondria, 
ribosomes and Golgi cisternae within the cytoplasm during oocyte maturation and 
act on chromosome segregation. Very few data on the other hand are available on 
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the intermediary filament system of mammalian oocytes or even vertebrate 
oocytes. In domestic animals, cytokeratin has so far only been described in several 
older studies in sheep oocytes (Gall et al., 1989; Gall et al., 1992). Our data 
suggest that no or only a very limited expression of cytoplasmic intermediate 
filament proteins (CKs and vimentin) occurs during bovine oocyte development, 
which could be under the detection limits of immunohistochemistry and 
immunofluorescence. We assume that the establishment of a pronounced 
intermediate filament network occurs only after the blastocyst has formed. In in 
vitro cultured bovine oocytes nuclear A-type lamins and lamin B2 were 
immunohistochemicaly detected (Kelly et al., 2010), but in fixed sections we were 
not able to detect lamins immunohistochemicaly in bovine oocyte nuclei. 
However, using RT-PCR the expression of lamin A/C- and lamin B1- mRNA in 
the bovine ovary was shown.  
Certainly of great interest is the co-expression of CK18 and vimentin in the 
granulosa cells of bovine follicles. It has been hypothesized (van Wezel et al., 
1999; Rodgers and Irving-Rodgers, 2010), that the fate of granulosa cells of antral 
follicles is either redifferentiation at the time of ovulation or forming a non-
epithelial cell type, the granulosa lutein cells, or death and destruction of the 
membrana granulosa in follicular atresia. As the cells of the basal zone of the 
membrana granulosa express LH receptors (Amsterdam et al., 1975) and 
steroidogenic enzymes (Zoller and Weisz, 1978; Zoller and Weisz, 1979; 
Tabarowski and Szoltys, 1987), the idea has been put forward that these cells are 
the most differentiated cells of the follicle epithelium (Amsterdam and 
Rotmensch, 1987). In our opinion, the issue of whether cells of the different layers 
of the membrana granulosa are in different stages of differentiation is more 
complex. Clearly, there is a characteristic staining pattern for both IF proteins 
CK18 and vimentin in the multilayered membrana granulosa of the antral 
follicles, with the most distinct staining in its basal and antral zone. Van Wezel et 
al. (1999) reported that involucrin, a keratinocyte differentiation marker, is 
preferentially expressed in the middle layer of the membrana granulosa. They 
postulate that replication of follicle cells take place in the middle zone of the 
membrana granulosa and then migrate in opposite directions, towards the basal 
lamina and the antrum. In our present study we consistently found vimentin 
positive cells extending from the basal lamina up to the antrum, implying that the 
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cellular architecture of the membrana granulosa is more complex than the 
conventional model of a multilayered follicular epithelium. In our opinion 
additional studies are needed to convincingly prove the role of the middle zone of 
the membrana granulosa as the replication zone of granulosa cells in antral 
follicles, as has been hypothesized by Rodgers and Irving-Rodgers (2010). 
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VI. DISKUSSION 
In meiner Dissertation wurde die Expression von IF-Proteinen im Ovar des 
adulten Rindes mit Hilfe von immunzytochemischen Methoden untersucht. 
Dies waren im Einzelnen CK5, CK8, CK14, CK18, CK19, Vimentin, 
Desmin und die im Zellkern vorkommenden IFs Lamin A und Lamin B1. 
Die Auswahl der untersuchten CKs begründet sich zum einen auf ihrer 
Bedeutung als primäre (CK5, 8, 14, 18) bzw. sekundäre (CK19) CKs, zum 
anderen darauf, dass CK 8, 18 und 19 in der Eizelle des Menschen 
nachgewiesen wurden (SANTINI et al., 1993) und CK14 in der Eizelle der 
Maus (HAFNER et al., 2004). 
Vimentin wurde als typisches IF mesenchymaler Zellen und auf Grund des 
bereits nachgewiesenen Vorkommens im Ovar bei einigen anderen 
Spezies ausgewählt. Bei den bereits vorliegenden Untersuchungen beim 
Rind handelt es sich um eine ältere Arbeit an neun Monate alten Rindern, 
die alle Follikelstadien berücksichtig (VAN DEN HURK et al., 1995).  Zwei 
andere Arbeiten berichten nur über die Vimentin-Lokalisation in antralen 
Follikeln (VAN WEZEL et al., 1999; ORTEGA et al., 2007). Die Resultate 
dieser Arbeiten waren in einigen Punkten unterschiedlich zu meinen 
Ergebnissen (siehe Seite 63). 
Desmin kommt vor allem in der glatten Muskulatur vor, wurde aber auch 
im Keimdrüsenepithel des Pavians (KHAN-DAWOOD et al., 1996) und des 
Hundes (AKIHARA et al., 2007) nachgewiesen und deshalb mit in diese 
Arbeit aufgenommen. 
Lamine sind IFs, die nur im Zellkern vorkommen. Immunhistologisch 
wurde ihre Expression in der bovinen Eizelle bzw. allgemein im Ovar des 
Rindes noch nicht untersucht. Wegen ihrer Eigenschaft nicht nur als 
Strukturgeber zu dienen, wurde versucht das Expressionsmuster von 
Laminen im Rinderovar nachzuweisen. Arnault et al. (2010) wiesen mit 
Anti-Lamin A/C Antikörpern bei der Maus in allen Follikelstadien eine 
deutlich positive Reaktion an der Kernhülle von Eizellen nach. Zudem 
beobachteten sie eine schwach positive Reaktion im Zytoplasma der 
Eizellen. Dies zeigt, dass Lamine in der Eizelle der Maus die ihnen 
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zugeschriebenen Aufgaben erfüllen können. Mit den in meinen 
Untersuchungen verwendeten Lamin-Anikörpern (Monoklonale Maus Anti- 
Lamin A (133A2) und Monoklonale Maus Anti- Lamin B1 (119D5-F1) 
Antikörper, beide von SantaCruz Biotechnology) konnte in den Eizellen 
des Rindes keine positive Reaktion beobachtet werden. Dagegen 
reagierte das Zytoplasma der Follikelzellen in vielen Fällen deutlich 
positiv. Da sich in keinem Fall die Zellkerne der Follikelzellen positiv 
anfärbten, nehme ich an, dass es sich dabei um eine unspezifische 
Reaktion mit einem noch nicht näher bekannten Antigen handelt.  
Immunhistochemisch ließen sich im Ovar des Rindes die CKs 5, 8, 14, 18 
und 19 im Keimdrüsenepithel nachweisen. Ähnliche Ergebnisse wurden 
auch bei Untersuchungen am Ovar anderer Spezies (Ratte, Schwein, 
Hund, Pavian, Mensch) erhalten (CZERNOBILSKY et al., 1985; SANTINI 
et al., 1993; VAN DEN HURK et al., 1995; KHAN-DAWOOD et al., 1996; 
PEREZ-MARTINEZ et al., 2001; AKIHARA et al., 2007; TOWNSON et al., 
2010). Vimentin zeigte keine positive Reaktion im Keimdrüsenepithel. Zu 
diesem Ergebnis kamen auch van den Hurk et al. (1995) und Perez-
Martinez et al. (2001) beim Rind und Czernobilsky et al. (1985) beim 
Schwein. Bei Mensch, Pavian und Hund wurde im Keimdrüsenepithel 
jedoch Vimentin nachgewiesen (CZERNOBILSKY et al., 1985; SANTINI et 
al., 1993; KHAN-DAWOOD et al., 1996; AKIHARA et al., 2007). Wie 
bereits erwähnt, kommt bei Pavian und Hund auch Desmin im 
Keimdrüsenepithel vor. Dies ist interessant, da Vimentin und Desmin 
Heteropolymere bilden können. Eine positive Reaktion mit 
Desminantikörpern zeigten in meiner Arbeit lediglich glatte Muskelzellen. 
Entsprechendes wurde im Ovar des Rindes von Ortega et al. (2007) und 
van den Hurk et al. (1995), im Schafovar von Marettova and Maretta 
(2002) beobachtet. 
Auffällig ist die Coexpression von Vimentin und CK 18 in den 
Granulosazellen von Primär- und Sekundärfollikeln sowie antralen 
Follikeln. Andererseits fehlt  in diesen Zellen CK 8, das in der Regel 
Heteropolymere mit CK 18 bildet. Dies kann jedoch daran liegen, dass der 
verwendete Antikörper gegen CK 8, dieses nicht erkennen kann, wenn es 
in Form von Heteropolymeren als CK8/18 Filament vorliegt. 
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Die Ergebnisse meiner Arbeit unterscheiden sich zum Teil von früheren 
Arbeiten anderer Autoren, die ebenfalls die Expression von IFs beim Rind 
untersucht haben. Darauf möchte ich im Folgenden kurz eingehen. 
Im Gegensatz zu Townson et al. (2010) konnte ich bereits in 
Primärfollikeln eine positive Reaktion mit CK18-Anikörpern beobachten. In 
antralen Follikeln stellte ich eine  deutlich positive Reaktion in basalen, 
luminalen und die Eizelle direkt umgebenden Granulosazellen fest. 
Townson et al. (2010) beschreiben jedoch nur eine deutliche positive 
Reaktion in den basalen Granulosazellen. Nach Townson et al. (2010) 
kommt eine deutliche Reaktion in luminalen Granulosazellen nur in 
atretischen Follikeln vor. Abgesehen von diesen Abweichungen stimmen 
die Ergebnisse von Townson et al. (2010) jedoch hinsichtlich CK18 mit 
meinen Resultaten überein. 
Perez-Martinez et al. (2001) verwendeten einen Antikörper der gegen das 
Heteropolymer CK8,18 gerichtet ist. Dieser zeigte im Keimdrüsenepithel 
eine deutlich, im Rete ovarii dagegen nur eine sehr schwach positive 
Reaktion. Die von mir verwendeten Antikörper gegen CK8 bzw. CK18 
zeigten im Keimdrüsenepithel beide eine deutliche positive Reaktion, im 
Rete ovarii bindet jedoch nur der CK18-Antikörper. Berücksichtigt man, 
dass der von mir verwendete CK8 Antikörper möglicherweise CK8 in 
CK8/18 Intermediärfilamenten nicht nachweisen kann, deutet dies darauf 
hin, dass der von Perez-Martinez et al. (2001) verwendete Antikörper eher 
mit CK8 als mit CK18 reagierte. Die Follikel selbst wurden von Perez-
Martinez et al. (2001) nicht untersucht. 
Van den Hurk et al. (1995) benutzten einen Antikörper gegen 
„Hautkeratin“ vom Menschen und konnten außer im Keimdrüsenepithel 
und Rete ovarii bei 9 Monate alten Rindern keine positive Reaktion 
beobachten. In fetalen Ovarien zeigten Keimbahnstränge eine positive 
Reaktion. Die Granulosazellen von Primordial- und Primärfollikeln waren 
schwach positiv, die anderen Follikelstadien waren negativ gegenüber 
diesem CK-Antikörper. 
Hinsichtlich Vimentin kamen van den Hurk et al. (1995) bei neun Monate 
alten Rindern zu insgesamt ähnliche Ergebnisse wie ich in meinen 
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Untersuchungen an Rindern, die zwischen 3 und 5 Jahre alt waren. Im 
Unterschied zu van den Hurk et al. (1995) konnte ich in den 
Sekundärfollikeln nur eine sehr schwache Reaktion feststellen. Bei 
antralen Follikeln beschreiben van den Hurk et al. (1995) eine positive 
Reaktion in den Corona radiata Zellen, während die basalen 
Granulosazellen negativ waren. Es wurden also keines der drei 
verschiedenen Expressionsmuster für Vimentin, wie sie in meiner Arbeit 
beobachtet wurden, beschrieben. Desweiteren konnte ich keine positive 
Reaktion in Zellfortsätzen der Corona radiata Zellen, die die Zona pelucida 
durchziehen (VAN DEN HURK et al., 1995) nachweisen.  
Ortega et al. (2007) fanden beim immunzytochemischen Nachweis von 
Vimentin eine positive Reaktion in den Granulosazellen von FSH-
abhängigen Follikeln, wobei die Intensität in degenerierenden Follikeln um 
etwa das sechs-fache höher war. Van Wezel et al. (1999) beschreiben in 
antralen Follikeln zwei der drei von mir dargestellten Muster der 
Vimentinexpression. Die Follikel, in denen alle Granulosazellen eine 
positive Reaktion zeigen, wurden als atretische Follikel klassifiziert. 
Die Beurteilung der Follikel als atretisch erfolgte in den beiden zuletzt 
gennanten Studien aufgrund morphologischer Kriterien. Danach sind auch 
die durchgehend Vimentin-positiven Follikel in dieser Studie atretisch. 
Nach meinen Befunden sind aber eher die Follikel als atretisch zu 
bezeichnen, die nur unregelmäßig vereinzelte Vimentin-positive Zellen 
aufweisen (Fig. 2H in Abschnitt V 1). 
Loffler et al. (2000) zeigten beim Menschen, dass CKs nur in 
Granulosazellen von Primordial- und Primärfollikeln exprimiert werden. 
Lediglich in vereinzelten atretischen antralen Follikeln konnten sie CKs 
nachweisen. Dies steht im deutlichen Widerspruch zu Ergebnissen von 
Czernobilsky et al. (1985), die CKs im humanen Ovar auch in 
Granulosazellen von präantralen und antralen Follikeln nachweisen 
konnten. Auch Santini et al. (1993) zeigten beim Menschen in 
Granulosazellen aller Follikelklassen eine einheitliche positive Reaktion für 
CK8, 18; CK19 wurde in Granulosazellen in zwei von fünf Fällen fokal in 
Primordial- bzw. Primärfollikeln und vereinzelt in reifen Follikeln 
beobachtet. In Granulosazellkulturen vom Menschen zeigte eine 
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Behandlung mit LH, FSH und FK (Forskolin, Zellstimulans) eine 
verringerte Expression von CK18 mRNA (SASSON et al., 2004). Beim 
Schwein, Pavian und bei der Ratte konnten keine CKs in den 
Granulosazellen aller Follikelstadien nachgewiesen werden 
(CZERNOBILSKY et al., 1985; KHAN-DAWOOD et al., 1996).  
Bei Mensch und Schwein wurde Vimentin in den Granulosazellen von 
Primär-, Sekundär- und Tertiärfollikeln immunzytochemisch nachgewiesen 
(CZERNOBILSKY et al., 1985; SANTINI et al., 1993), ebenso beim Schaf 
(MARETTOVA & MARETTA, 2002). Zudem zeigte das Schaf, ebenso wie 
das Rind in meiner Arbeit, auch eine positive Vimentin-Reaktion in 
Thecazellen sowie in Gefäßendothelien. Beim Pavian waren hingegen die 
Granulosazellen aller Follikelklassen für Vimentin negativ. Eine positive 
Reaktion zeigten jedoch Thecazellen und in atretischen Follikeln die 
Granulosazellen (KHAN-DAWOOD et al., 1996). Akihara et al. (2007) 
wiesen beim Hund eine positive Vimentinreaktion im Keimdrüsenepithel, in 
der Tunica albuginea, in Stroma Zellen und im Rete ovarii nach. Die 
Follikel wurden in dieser Arbeit nicht untersucht. 
Gallicano et al. (1992) haben elektronenmikroskopisch in Eizellen von 
Mensch, Maus, Rind, Schwein, Ratte und Hamster sog. „zytoskelettäre 
Sheets“ beobachtet, die aus IFs bestehen. Dabei werden zwei 
verschiedene Formen unterschieden: „fibrilläre Sheets“ bei Mensch, Maus, 
Rind und Schwein und „glatte Sheets“ bei Ratte und Hamster. 1994 haben 
Gallicano et al. (1994) dann in ovulierten nicht befruchteten Eizellen von 
Mäusen mittels Westernblotanalysen CK 5, 6, 8 und 16 nachgewiesen und 
gezeigt, dass diese CKs Bestandteile der „Sheets“ sind. In diesen 
„Sheets“ sind nach elektronenmikroskopischen Untersuchungen Filamente 
mit einem Durchmesser von ca. 10 nm über Brücken seitlich miteinander 
verbunden. Zudem wurde von „speziellem Material“ berichtet, das mit den 
„Sheets“ verbunden ist. Dies kann durch Behandlung mit verschiedenen 
Detergentien von diesen gelöst werden (GALLICANO et al., 1994). Auf die 
spezielle Struktur  der „Sheets“ und das „spezielle Material“ führen 
Gallicano  et al. (1994) auch zurück, dass bei Untersuchungen anderer 
Autoren in Eizellen - abgesehen vom Xenopus (FRANZ et al., 1983) - 
keine CKs nachgewiesen werden konnten. Santini et al. (1993) haben in 
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der Eizelle des Menschen in unterschiedlichem Ausmaß CK8, 18 und 19 
immunzytochemisch lokalisiert. Hafner et al. (2004) wiesen CK14 in der 
Eizelle von präantralen (aber nicht primordialen) und antralen Follikeln von  
Mäusen nach. Die Immunreaktivität war auf einen schmalen Bereich unter 
der Eizellmembran beschränkt. Beim Rind konnten in der Eizelle bisher 
noch keine CKs nachgewiesen werden. Es stellt sich die Frage, woraus 
dann die von Gallicano et al. (1992) beschriebenen „Sheets“ bestehen, die 
sich in ihrer Morphologie nicht von denen bei der Maus und beim 
Menschen unterscheiden. Möglicherweise sind CKs und andere IFs in der 
Eizelle vorhanden, die Antigene aber so maskiert, dass sie 
immunzytochemisch und über Western-Blot nicht dargestellt werden 
können. 
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VII. ZUSAMMENFASSUNG 
Trotz intensiver Forschung sind viele Details der Oogenese und 
Follikuologenese des Rindes erst wenig verstanden. So ist nicht klar, wie 
es zur gezielten Aktivierung einer bestimmten Zahl von Primordialfollikel 
pro Zyklus kommt. Sicher ist aber, dass die Aktivierung der 
Primordialfollikel auf parakrine und autokrine Weise über ein komplexes 
System von lokal exprimierten stimulierenden und hemmenden Faktoren 
erfolgt. 
Intermedärfilamente sind einer der drei Hauptbestandteile des Zytoskeletts 
und somit zunächst für die mechanischen Eigenschaften von Zellen 
verantwortlich. Wie in den letzten Jahren aber gezeigt wurde, spielen 
Intermedärfilament-Proteine bzw. Intermedärfilamente auch eine wichtige 
Rolle bei Signaltransduktionswegen und bei der Genregulation. 
Ein sehr interessantes Ergebnis meiner Arbeit ist die Coexpression von 
Vimentin und Cytokeratin 18 in Granulosazellen von Primär-, Sekundär- 
und Tertiärfollikeln, wohingegen Cytokeratin 8 in diesen Zellen nicht 
nachgewiesen werden konnte. Vimentin zeigte in antralen Follikeln drei 
verschiedene Expressionsmuster, die wahrscheinlich mit der Atresie von 
Follikeln in Zusammenhang stehen. In der Eizelle des Rindes konnten 
keine Intermediärfilamente nachgewiesen werden, was möglicherweise 
auf die in dieser Arbeit verwendeten Antikörper zurückzuführen ist. Das 
Keimdrüsenepithel zeigte für alle Cytokeratine eine positive Reaktion, 
wohingegen dies für Vimentin und Desmin nicht der Fall war. Im Rete 
ovarii konnten nur Cytokeratin 18 und 19 nachgewiesen werden. 
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VIII. SUMMARY 
Although oogenesis and folliculogenesis have been intensively studied in 
the bovine, many questions concerning these highly complex and finely 
tuned processes remain open. For instance, the mechanismens of 
activation of a certain number of primordial follicles in each cycle is still 
unknown. It is assumed that activation of primordial follicles is influenced 
via paracrine and autocrine mechanisms of locally expressed stimulating 
and inhibiting factors. 
Intermediate filaments are one of the main constituents of the cytoskeleton 
and therefore also of primary importance for the mechanical stability of 
cells. As shown recently, intermediate filament proteins and intermediate 
filaments may also play an important role in cell signalling and gene 
regulation. 
A very interesting result of my study is the co-expression of vimentin and 
cytokeratin 18 in the granulosa cells of primary, secondary and antral 
follicles and the lacking of cytokeratin 8 expression in these cells. For 
vimentin, three different expression patterns in antral follicles were 
observed, which are probably correlated to follicular atresia. No 
intermediate filaments could be demonstrated in the bovine oocyte, which 
may be due to the antibodies used in this study. Immunostaining for all 
cytoceratins was present in the surface epithelium, whereas vimentin and 
desmin showed no positive reaction. In the rete ovarii, only cytokeratin 18 
and 19 were immunohistochemically detected. 
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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
AMH    Anti-Muellerian Hormone 
BMP    Bone Morphogenetic Protein 
cDNA   Complementary Deoxyribonucleic Acid 
CK    Cytokeratin 
Cp   Crossing Point 
Cq   Quantification Cycle 
Ct   Threshold Cycle 
CTGF   Connective Tissue Growth Factor 
DNA   Deoxyribonucleic Acid 
EGF    Epidermal Growth Factor 
FFPE   Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded 
FGF    Fibroblast Growth Factor 
FK   Forskolin 
Foxo3a   Forkhead box protein O3 a 
FSH    Follikelstimulierendes Hormon 
GAPDH  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
GDF9   Growth Differentiation Factor-9 
GFAP   Glia Fibrillary Acidic Protein 
GH    Growth hormone 
IF    Intermediärfilament 
IGF    Insulin-like Growth Factor 
IGFBP   Insulin-like Growth Factor Binding Protein 
KL   Kit-Ligand 
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LH    Luteinisierendes Hormon 
LHR    Luteinisierendes Hormon Receptor 
LIF    Leukemia Inhibiting Factor 
MAPK   Mitogen-activated Protein Kinase 
mRNA   Messanger Ribonucleic Acid 
mTOR   Serine/threonine-protein kinase mTOR (mammalian  
   Target of Rapamycin) 
mTORC1   mTOR Complex 1 
NF-H    schwere Neurofilamente 
NF-L    leichte Neurofilamente 
NF-M    mittelschwere Neurofilamente 
NGF    Nerve Growth Factor 
PAPP-A   Pregnancy-associated Plasma Protein-A 
PTEN   Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3   
   phosphatase and dual-specificity protein phosphatase 
   PTEN 
RIN   RNA Integrity Number 
RNA    Ribonucleic Acid 
RQI   RNA Quality Indicator 
rRNA   Ribosomal Ribonucleic Acid 
RT-qPCR   quantitative Reverse-Transcrtiptase Polymerase  
   Chain  Reaction 
SF1    Steroidogenic factor 1 
TGF    Transforming Growth Factor 
ULF    Unit-Length Filament 
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GEBRAUCHSLÖSUNGEN 
Bouin-Lösung:  
Pikrinsäure (gesättigt und filtriert) 1500 ml 
Formaldehyd 37% 500 ml 
Eisessig 100 ml 
Formalin: 3,7%, pH 7,4 
Eosin: 
Stammlösung: Eosin 2 g, Aqua dest 198 ml, Einige Tropfen Formol 
 zur Haltbarkeit 
Gebrauchslösung: Eosin-Stammlösung 60ml, Eisessig 8 Tropfen, 
 Aqua dest. 600 ml 
Hämalaun: 
Aqua dest. 2000 ml, Hämatoxylin 2 g, Natriumjodat 100 g, Kalialaun 
 100 g, Chloralhydrat 100 g, kristalline Zitronensäure 2 g 
PBS-Puffer (Phosphat buffered saline) pH 7,4-7,6: 
 Natriumclorid 42,5 g, Di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat 6,35 g, 
 Natriumhydrogenphosphat-monohydrat 1,95 g, Aqua dest. 5l 
DEPC-Wasser: 
Diethylpyrocarbonat 1,5 ml, Aqua dest. ad 2 L danach autoklavieren 
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